Efecto de las células estromales mesenquimales sobre el injerto hematopoyético en modelos experimentales de trasplante autólogo by Fernández García, María




























   
 
FACULTAD DE CIENCIAS 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
Efecto de las células estromales 
mesenquimales sobre el injerto 
hematopoyético en modelos 
experimentales de trasplante autólogo 
 
Memoria presentada por MARÍA FERNÁNDEZ GARCÍA licenciada en Biología, para optar al grado 
de doctor por la Universidad Autónoma de Madrid. 
 
Directores de Tesis 
 
 





CENTRO DE INVESTIGACIONES ENERGÉTICAS, MEDIO AMBIENTALES Y TECNOLÓGICAS (CIEMAT) 
– CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS EN RED DE ENFERMEDADES RARAS (CIBERER) – 
INSTITUTO DE INVESTIGACIÓN SANITARIA DE LA FUNDACIÓN JIMÉNEZ DÍAZ (IIS – FJD) 
   
María Luisa Lamana Luzuriaga, investigadora titular de la División de terapias innovadoras del 
Sistema hematopoyético del Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y 
Tecnológicas y Rosa María Yañez González, investigadora post doctoral de la misma unidad, 
certifican que la memoria adjunta titulada Efecto de las células estromales mesenquimales 
sobre el injerto hematopoyético en modelos experimentales de trasplante autólogo ha sido 
realizada por María Fernández García bajo la dirección conjunta de los que suscriben, y cumple 





María Luisa Lamana Luzuriaga     Rosa María Yañez González 
 
   
El trabajo de investigación descrito en esta memoria ha sido realizado en la División de Terapias 
Innovadoras en el Sistema Hematopoyético del Centro de Investigaciones Energéticas, 
Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT) y, el Centro de Investigación Biomédica en Red de 
Enfermedades Raras (CIBERER) y la Unidad Mixta de Terapias Avanzadas CIEMAT/Instituto de 
Investigación Sanitaria - Fundación Jiménez Díaz (IIS-FJD). 
Para su ejecución, el trabajo de investigación realizado ha contado con la colaboración de los 
siguientes Programas de Investigación: 
 Séptimo Programa Marco de la Comisión Europea (Proyecto PERSIST; Ref 222878). 
 Ministerio de Economía y Competitividad (Proyectos SAF 2012-39834). 
 Fondo de Investigaciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos III (RETICS-
RD06/0010/0015; RD12/0019/0023). 
 Dirección General de Investigación de la Comunidad de Madrid (Proyecto CellCAM; Ref 
S2012/BMD-2420). 
 Instituto de salud Carlos III (Proyectos PS09/01026 y PI13/01954). 
 Programa de transferencia de tecnología en el campo de la terapia génica de la 
Fundación Botín. 
 
María Fernández García ha disfrutado de un contrato de investigador en formación del Ciberer y 
de un contrato asociado al proyecto “Terapia celular y génica dirigida en Anemia de Fanconi: un 
paso adelante” (Target) (SAF2012-39834). 
.  











A la memoria de mi padre. 
 




































Pues bien, ha llegado el momento de agradecer, el dar las gracias porque esta tesis sin 
apoyos, no hubiese sido posible. Probablemente uno de los momentos más difíciles para mí en 
la escritura de esta tesis. Los que bien me conocéis, sabéis que expresar lo que siento no es uno 
de mis fuertes.  
No hay otra forma de empezar estos agradecimientos que dando las gracias a mis directoras de 
tesis. Maruja y Rosa, Rosa y Maru. Gracias por haber confiado en mí siempre. Por el apoyo y los 
ánimos. Por las reuniones llenas de risas. Por haber sido mis mayores defensoras. Porque no 
sólo habéis sido mis directoras de tesis, sino que también habéis sido en parte mis madres 
cuidándome en todo momento y no he podido tener mayor suerte. Maru, mil gracias por 
enseñarme todos los trucos para transformar una presentación monótona, en una presentación 
grandiosa. Por las clases de trasplantes, que creo que he conseguido interiorizar. Por enseñarme 
a detectar el doble espacio en un párrafo a simple vista (aunque no he conseguido ganarte) y 
que hay cosas que se pueden decir con 3 palabras en vez de con 6. Por ser la relaciones públicas 
de este grupo y, sobre todo, por enseñarme que hay que luchar por aquello en lo que crees. 
Rosa, mi otro 50% en el día a día. Gracias por haberme dejado aprender a tu lado todas las 
técnicas del mundo mundial. Por el apoyo y el freno en las ideas locas que han pasado por mi 
cabeza. Por la inmensa paciencia que tuviste hasta que metí la mano en la jaula. Mil gracias por 
las conversaciones sobre todo y sobre nada en el animalario, en la cabina y donde se prestase y 
sobre todo por los momentos de confesión y ánimos. Ha sido un honor y un orgullo haber 
podido aprender a vuestro lado, sois dos científicas grandiosas y lo que es mejor, dos personas 
de gran corazón. 
A otra persona a la que tengo mucho que agradecer es al jefe. Juan, mil gracias por darme una 
oportunidad sin conocerme, por dejarme demostrar cómo era y confiar en mí para conseguir 
terminar este proyecto. Eres uno de los grandes (y no es peloteo) y ha sido un verdadero honor 
haber podido trabajar en tu equipo. 
A Miriam y a Miguel P, los otros dos integrantes del “MSC team” en los últimos años. Miriam 
gracias por todo el apoyo, las largas horas en cultivos con miles de tubos siempre preparados, 
por tu optimismo y por tus sabios consejos. Miguel, otro de mis compañeros de fatigas en el 
labo. Gracias por los madrugones para llegar a primera hora al animalario, por las risas en 
cultivos, por el apoyo en todo momento y por haberme dejado enseñarte un poquito de ciencia. 
A todos los que en algún momento habéis participado en esta aventura, aunque ya no estéis en 
el laboratorio. A Alberto, Parra y Laura P, compañeros de experimentos durante la primera 











ayudó científicamente transmitiéndome todos los trucos en el animalario sino que además se 
convirtió en mi amiga y espero que se mantenga por mucho tiempo. 
A mis co-doctorandos, Bego, Fati, Diego, MJ y Victoria que habéis dejado de ser mis compañeros 
para ser mis amigos. Empezaré por mis “Maris”, Bego y Fati, gracias por los abrazos sin motivo, 
las risas, los momentos de locura y las meriendas sanas y las llenas de azúcar. Bego, quien nos 
iba a decir que a pesar de haber compartido carrera y viaje de ecuador, no nos íbamos a conocer 
conscientemente y hacernos amigas hasta que coincidimos en el laboratorio. Gracias por ser mi 
LSK (el momento friki no podía faltar), por tu dulzura, por tus mensajes de ánimo, por los viajes y 
todos los momentos compartidos. Aunque a veces lo dudes eres una gran científica y me has 
hecho este camino mucho más fácil con tus consejos y tus empujones cuando los he necesitado. 
Fati, la persona que me acogió con los brazos abiertos cuando entré en el labo mostrándome 
toda tu dulzura. No lo has tenido fácil en este proceso, pero no has dejado nunca de luchar 
defendiendo siempre tus ideas a capa y espada, lo que es una gran virtud. Diego, nuestro 
diablillo, mi otro 50% del “mutual support”. En el terreno científico ha sido un placer haber 
trabajado contigo y aprender a tu lado, además fuiste mi gran salvador del ataque del ratón. En 
el personal, gracias por haberme dejado ser tu amiga, por tus historias divertidas y entrañables, 
por enseñarme a apreciar el mundo del vino y la gastronomía y porque aunque ahora estés 
lejos, me sigas haciendo reír con tus aventuras. MJ, la “Marquesa delfín de Tetuán”, eres un 
torbellino de energía. Gracias por las conversaciones de camino a casa, por esas morcillas tan 
ricas que me han dado media vida, por los ánimos y las risas. En algún momento me tendrás que 
enseñar el truco para mantener toda esa energía a lo largo del día. Vic, la princesa del glamour y 
el estilo del labo. Has luchado por tus sueños y ya los tienes encaminados. Gracias por esas 
comidas de desconexión en las que se podía hablar de cualquier cosa, menos de ciencia. Por los 
consejos, por el apoyo y por ser la máxima admiradora de mi mesa (si la vieses ahora no estarías 
nada orgullosa ;)). Gracias a todos por haber compartido juntos esta aventura con todos sus 
altibajos y sus locuras y sobre todo por vuestro apoyo constante. 
A Rebeca y Omaira, culpables en parte de que todo haya salido bien. Gracias por las miles de 
horas que os he hecho pasar en el sorter. Especialmente a Rebe, que no sólo me ha ayudado con 
los análisis de citometría, sino que se ha convertido en mi amiga. Gracias por el apoyo, por los 
consejos y por las regañinas para que reaccionase. Por dejarme compartir con Iván y contigo un 
poquito de vuestra familia, porque las risas de Hugo han sido revitalizantes en momentos claves. 
A nuestros antecesores, Javi, Rocío, Elenita, Sandra, Zita, Álvaro y María peque. Con algunos he 
podido compartir más tiempo que con otros, pero todos me disteis la bienvenida en el labo y me 











hicisteis la adaptación más sencilla. Gracias por los consejos y por poner siempre una sonrisa 
ante las preguntas de novata. María peque y Javi, quizás con los que más tiempo he compartido, 
ya sea de camino a casa o como compañero de viaje en París, gracias por preocuparos siempre 
por mí y darme sabios consejos. 
A la savia nueva del laboratorio, Fran, Sergio, Cristina, Sara y Carlos. Habéis traído nuevos aires 
al laboratorio. Gracias por haber compartido y en esto también está incluida Victoria 
(epiteliana), cañas, clases de baile y momentos de desconexión. Virginia, no nos ha dado tiempo 
a compartir mucho pero todos tenéis mucho potencial y ahora os toca seguir adelante con el 
legado que hemos ido dejando. 
A Paula, Jaco y Marina. Gracias por aguantar con paciencia mis ratos en vuestro despachito. 
Paula, has sido mi “enciclopedia de Fanconi” durante toda la tesis. Gracias por recibir siempre 
todas las preguntas con una sonrisa, por los momentos dulces de “vamos que casi lo tienes” y 
por el apoyo que siempre me has transmitido. Jaco, creo que no podré volver a decir However 
sin pensar en ti, has convertido cada ensayo de presentación en un momento divertido. Marina, 
compañera de MSCs, nunca olvidaré aquel día en el que me dejaste claro que aunque María 
Fernández García haya muchas en el mundo, yo soy la única en el laboratorio. 
A los “baticuevos”, Elena, Susana, María grande, Óscar y Mercedes. Vosotros también habéis 
tenido una paciencia infinita con todas mis visitas llenas de dudas a vuestro despacho y las miles 
de consultas, que siempre habéis respondido de la mejor manera. Especialmente tengo que 
agradecer a Elena, la otra componente del “mutual support”, gracias por dejarme aprender un 
poquito a tu lado, a ti te debo las super-transducciones que hemos conseguido entre otras 
muchas cosas. 
A los co-jefes, Jose Carlos y Guille. JC gracias por ayudarnos a conseguir esas fotos tan bonitas de 
las LSK y las MSC, por el apoyo y por los momentos distendidos fuera del labo. Guille, eres el 
alma de este laboratorio. Gracias por la ayuda con el papeleo, por el apoyo, por los momentos 
de poyata compartidos, por los 30 de diciembre y por conseguir sacar un momento gracioso en 
cualquier situación. 
A Mariluz, Isra, Raquel, Lara, Laura C, Miguel y Montse, gracias por la ayudarme siempre que os 
he necesitado y por el apoyo en los momentos bajos. Especialmente a Montse, mi vecina de 
atrás, mi consejera en temas administrativos, gracias por cuidarme desde el primer día.  
No me puedo olvidar de Aurora, Sole, Mamen y Sergio, no tengo dedos en las manos para 











apartado especial tengo que hacer a Aurora, compañera de fatigas en la EOI, por tus consejos, 
tus abrazos y todo tu apoyo. 
A Jesús, Edilia y Miguel Ángel por vuestra ayuda en el animalario. Por supuesto a María José, 
Freddy, Rocío y Rosita por surtirnos siempre de todo lo que hemos necesitado y mantenernos 
todo ordenado. 
A todos los estudiantes que habéis ido pasando por el laboratorio, Estrella, Andrés, Raquel, José, 
Javi, Isa y Clara por los coffee time llenos de risas, los consultorios amorosos y los momentos 
compartidos. Clara, la reina de la bomba de humo, luchaste por conseguir lo que querías y creo 
que vas a ser una gran profesora. Gracias por convertirte en mi amiga y por todo el apoyo que 
me has dado y me sigues dando. A los más nuevos, Carlos y Yari, no me ha dado tiempo a 
compartir con vosotros mucho tiempo, pero sólo os puedo decir que habéis venido a un gran 
laboratorio. 
Todos sois no sólo unos científicos increíbles, sino unas personas de gran corazón. Si siempre he 
tenido que agradeceros a todos el haber formado parte de esta tesis de una forma u otra, no 
tengo palabras suficientes para daros las gracias especialmente por haber estado a mi lado en el 
último año, probablemente el año más duro de mi vida. Sólo puedo decir que he sido una gran 
afortunada de caer en este laboratorio. 
Y antes de dejar el mundo científico, tengo que agradecer que se me ocurriese iniciar esta 
aventura, a aquellos que me disteis mi primera oportunidad de tomar contacto con la ciencia. A 
Iñaki, Cris, Susana y MJ por abrirme las puertas y enseñarme lo bonito que puede ser el mundo 
de la ciencia. 
Pero como no todo ha sido ciencia en este camino, también tengo que dar las gracias a mi 
gente, a todos los que habéis escuchado mis discursos científicos con una sonrisa. En este 
apartado tengo que empezar dando las gracias a Marga, a mi tía Marga, la diseñadora de la 
portada de esta tesis. Mil gracias por tu paciencia con todas mis solicitudes tiquismiquis y por 
haber dado con la portada perfecta para esta tesis. 
A mis niñas, Elena, Vanessa, Bea y María. Elena, has sido mi apoyo incondicional desde el minuto 
uno en el que decidí dar la vuelta a mi vida y no te puedes imaginar lo importante que has sido 
en muchos momentos. Vane, la culpable de que tomase la decisión que tenía que tomar. Al igual 
que Elena has estado siempre ahí para todo lo que he necesitado y para animarme a seguir 
adelante. Bea, eres pura dulzura, gracias por todos los momentos de risas y los no tan divertidos 
haciéndome ver que estabas ahí. María, culpable en parte de que haya conseguido este sueño. 











Has sido mi amiga desde el primer minuto que pisé la facultad, apoyándome y aconsejándome. 
Eres una luchadora y una inspiración para seguir adelante con una sonrisa, a pesar de los 
problemas. 
A mis niños del cole Marta, Julio y Diego, después de 25 años viviendo juntos miles de 
aventuras, habéis estado a mi lado en todo momento. Marta, el trabajo ha puesto km de 
distancia entre nosotras, pero eso no ha evitado que me hayas apoyado y aconsejado en este 
proceso. Julio, no sólo tengo que darte las gracias por hacerme reír siempre con tus historias 
locas, sino que además has puesto tu granito de arena en esta tesis. Diego, mi hermano postizo 
mayor, podemos pasar meses sin hablar y seguir teniendo la misma confianza del primer día, 
gracias por el apoyo y contar siempre conmigo. No me puedo olvidar de Maricarmen hija, 
Maricarmen madre y Diego padre, por estar siempre apoyándonos en todo y de Juan, ese 
profesor del cole que todo el mundo debería tener, que siempre se ha preocupado por mí y aún 
hoy sigue nuestros pasos. 
A mis chicos, Alberto, Álvaro y Miguel, que siempre me habéis demostrado que sois mis amigos 
y estáis en los momentos importantes. Gracias por los momentos de risas, los viajes y las clases 
de baile que me han servido para desconectar y disfrutar. 
A todos los amigos que eran amigos antes de que naciese. A Osvaldo, María Jesús, Merche, 
Julián, Trini, Nalin, Ana, Paquita, Gabriel, Marta, Graciano, Mercedes, Javier y por supuesto a los 
pequeños, a los del grupo “cocidito”, Elvira, Elena, Irene, Carlos, Marie, Carola, Miguel, Javi, 
Teresa y Luis. Mil gracias por estar siempre a nuestro lado, en los buenos momentos y en los 
malos, por las comidas, cenas y viajes que no puedo recordar sin una sonrisa en la cara, por el 
apoyo y por cuidarnos tan bien siempre. 
A mi familia, a mi familia genial que siempre está a mi lado empujando para que siga adelante y 
demostrando todo su cariño. A mis abuelas Mariluz y Vito que siempre me muestran lo 
orgullosas que están de mí, presumiendo de su nieta “la bióloga”. A mis abuelos Teodoro y Paco, 
que aunque no han podido vivir conmigo este momento, algo me han debido transmitir junto 
con mis abuelas para que tomase este camino. A mis tíos y tías, Raquel, Amador, Pili, Beto, 
Marga, Carlos, Vivi, María y Goyo por el apoyo, los buenos consejos y el cariño en el día a día. Si 
me lo permitís, tengo que hacer un apartadito para mi tita madrina, Raquel, con la que he 
compartido siempre un vínculo especial y que no ha dejado de estar a mi lado ni un solo día 
cuando más la he necesitado. Y por supuesto a mis primos, Javi, Marco y Diana con los que tan 











Y por último pero no menos importante, sino todo lo contrario, a mis padres y a mi hermana. 
Irene, te ha tocado una hermana plomiza, que le vamos a hacer. Gracias por estar siempre a mi 
lado, por ser mi consejera, confesora y apoyo, por aguantar mis momentos de locura y mis 
tonterías. No puedo estar más orgullosa de ti, de tu espíritu aventurero y de tu lucha por 
conseguir tus sueños. A Mariluz y Paco, a mamá y a papá, por no dejar que caiga nunca, por 
animarme siempre a seguir adelante, por hacer que salga el sol los días de lluvia y por 
enseñarnos que hay que luchar por los sueños que uno tiene. Mami, eres la fuerza de esta 
familia, siempre lo he pensado, pero más en los últimos meses. Gracias por escucharme siempre 
y darme los mejores consejos, por abrirme los ojos, por los abrazos, por aquel “estudia lo que 
quieras, que serás lo que te dejen”, por no dejarme tirar la toalla en busca de este sueño, por el 
día a día, en fin, por ser mi apoyo más incondicional en esta vida. Papi, empezamos esta 
aventura juntos pero la vida no nos ha dejado terminarla juntos, te me has ido cuando por fin 
alcanzábamos la meta, pero sé que de alguna manera estás a mi lado. Gracias por transmitirme 
ese gran espíritu de lucha, por enseñarnos que al mal tiempo buena cara, por tu paciencia, por 
tu sonrisa permanente, por tu optimismo y por tu apoyo constante. Todo el mundo dice que soy 
como tú en muchas cosas y eso para mí es el mayor de los  cumplidos. No puedo estar más 
orgullosa y afortunada de los padres que tengo. 
 
GRACIAS A TODOS DE VERDAD POR ESTAR A MI LADO. 











Nuestra recompensa se encuentra  
en el esfuerzo y no en el resultado.  
Un esfuerzo total es una victoria completa. 
Gandhi 






















Distintos estudios han mostrado que las células estromales mesenquimales (MSCs) 
facilitan el injerto hematopoyético en trasplantes xenogénicos y alogénicos, habiéndose 
sugerido que tal efecto está mediado por los efectos inmunosupresores de estas células. En este 
trabajo se ha estudiado el efecto de las MSCs sobre el injerto de células madre hematopoyéticas 
(CMHs) en un contexto autólogo utilizando un modelo de ratón. Así, se ha demostrado que la 
co-infusión de MSCs derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) con un número reducido de 
progenitores hematopoyéticos con fenotipo linaje-, Sca-1+, c-Kit+ (LSK) mejora el injerto 
hematopoyético tanto a corto como a largo plazo en receptores acondicionados con una dosis 
submieloablativa de radiación. Este efecto fue dependiente de la dosis de MSCs y asociado a  un 
aumento del homing de las células LSK a la médula ósea de los receptores. Además, se ha 
demostrado que el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto hematopoyético era 
dependiente de la co-infusión simultánea de las Ad-MSCs con las células LSK. Este resultado y la 
observación de que las células LSK interaccionan rápidamente con las MSCs, sugieren que el 
efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético requiere el contacto directo entre las células 
LSK y las Ad-MSCs. Con el fin de aproximarnos a un modelo de relevancia clínica, se realizaron 
experimentos en los que se trasplantaron células LSK de donantes sanos (WT) en ratones 
receptores con anemia de Fanconi A (Fanca-/-). En estos experimentos, la infusión de dosis bajas 
de células LSK WT (1.500) en ratones Fanca-/- se asoció a un 30% de fallo de injerto. Sin embargo, 
la co-infusión del mismo número de células LSK con 6x105 Ad-MSCs generó injertos significativos 
en todos los receptores. Por otra parte, la infusión de 1.500 o 3.000 LSK Fanca-/- en receptores 
Fanca-/-, se asoció a un 80% de fallo de injerto, siendo necesario infundir al menos 5.000 células 
LSK para reducir este fallo hasta el 30%. Posteriormente, se realizaron experimentos similares 
infundiendo entre 1.500 y 10.000 células LSK Fanca-/- corregidas genéticamente con un vector 
lentiviral terapéutico portador del gen FANCA, en receptores Fanca-/- acondicionados con 5 Gy. 
En estos experimentos, hasta el 80% de los receptores tuvieron fallos de injerto con las dosis 
más bajas de células LSK y alrededor del 30% con las dosis más elevadas. Llamativamente, la co-
infusión de MSCs junto con las células LSK Fanca-/- corregidas facilitó el injerto de todos los 
receptores trasplantados. Estos resultados demuestran el potencial de las células Ad-MSCs para 











Different studies have proposed that mesenchymal stromal cells (MSCs) enhance the 
hematopoietic engraftment in xenogeneic and allogeneic HSC transplants. This effect is probably 
mediated by their immunosuppressive properties. In this work, the MSCs facilitating effect on 
HSC engraftment in an autologous context has been addressed, using a mouse transplantation 
model. We have demonstrated that the co-infusion of adipose tissue derived MSC (Ad-MSCs) 
with low numbers of HSCs with lineage-, Sca-1+, c-Kit+ phenotype (LSK cells) significantly 
improved both short- and long-term hematopoietic engraftment in recipients conditioned with 
submyeloablative irradiation (5Gy). This improvement was Ad-MSCs dose-dependent and 
associated to an increased homing of the LSK cells to the recipient’s bone marrow. Additionally, 
it was found that the increased HSC engraftment mediated by Ad-MSCs was dependent on the 
simultaneous co-infusion of LSK with Ad-MSCs. This result, and the observation that LSK cells 
rapidly interacted with MSCs, strongly suggest that the reported engraftment effects of MSCs 
require the direct contact of LSK and Ad-MSCs. With the aim of approaching to a clinically 
relevant model, similar experiments were conducted transplanting healthy donors’ LSK cells 
(WT-LSK) into Fanconi anemia A (Fanca-/-) recipient mice. In these experiments, the infusion of 
low numbers of WT LSK cells (1,500) into Fanca-/- recipients resulted in 30% of graft failure. 
However, when the same number of WT LSK cells was co-infused together with 6.105 Ad-MSCs, 
all the transplanted animals showed significant hematopoietic engraftments. On the other hand, 
the infusion of 1,500 or 3,000 Fanca-/- LSK cells in Fanca-/- recipients resulted in 80% of 
engraftment failure, and it was necessary to infuse 5,000 or 10,000 to reduce the engraftment 
failure to 30%. Later, similar experiments were performed transplanting 1,500 to 10,000 gene 
corrected LSK cells transduced with a therapeutic lentiviral vector that codifies for FANCA, into 5 
Gy irradiated Fanca-/- recipients. In these experiments up to 80% of the recipients showed graft 
failure when the lowest doses of LSK cells were infused, and around 30% of graft failure was 
observed in the recipients transplanted with the highest doses of corrected LSK cells. Strikingly, 
Ad-MSCs co-infusion together with corrected Fanca-/- LSK cells resulted in the engraftment of all 
the recipients. Taken together, our results demonstrate the hematopoietic facilitating 
engraftment potential of Ad-MSCs in a clinically relevant model of hematopoietic gene therapy 
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A   
Ad-MSCs Células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Adipose 
derived mesenchymal stromal cells) 
ADNc AND complementario 
AF Anemia de Fanconi 
B  
BCIP 5-bromo-4-cloro-3-inodlil fosfato 
BFU-E  Unidad formadora de colonias eritroides  (Burst Forming Unit-Erythroid) 
C  
Cdc42 Proteína de ciclo celular 42 
CFSE  Carboxifluoresceína succinimidil ester 
CFU-F Unidad formadora de colonias de fibroblastos 
CFU-GM Unidad formadora de colonias granulocíticas y macrofágicas 
CFU-Meg Unidad formadora de colonias megacariocíticas 
CFU-S Unidad formadora de colonias de esplenocitos 
CMHs Células madre hematopoyéticas 
CMHs-LT Células madre hematopoyética con capacidad de repoblación a largo plazo 
CMHs-ST Células madre hematopoyéticas con capacidad de repoblación a corto 
plazo 
Ct Del inglés Cycle threshold values 
CXCL12 Ligando 12 del motivo C-X-C 














DMEM Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco 
E    
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
eGFP Proteína verde fluorescente (enhance green fluorescent protein) 
EICH Enfermedad injerto contra huésped. 
 
F  
FANCA Gen humano de la Anemia de Fanconi-A 
Fanca Gen de ratón de la Anemia de Fanconi-A 
Fanca-/- Correg Células con ausencia del gen de ratón de la Anemia de Fanconi-A 
corregidas genéticamente con el vector PGK-FANCA-wPRE*. 
FITC Isocianato de fluoresceína 
Flt-3 FMS- tirosina quinasa 3 (fms-like tyrosine kinase-3) 
FMO Fallo de médula ósea 
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HLA Anticuerpo leucocitario humano 
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ICAM-1 Molécula de adhesión intercelular 1 
IDO Indolamina 2,3-dioxigenasa 
IFNγ Interferón γ 
IL-11 Interleuquina 11 
IL-6 Interleuquina 6 
IP Intraperitoneal 
ISCT Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society of Cell 
Therapy) 
IV Intravenoso 
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LFA-1 Antígeno 1 asociado a función linfocitaria 
Lin- Linaje negativo 
LSK Linaje negativo Sca-1 positivo c-Kit positivo 
LT Largo plazo (long term) 
LTR Repetición terminal larga 
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MMC Mitomicina C 
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Q  
qPCR Reacción cadena de la polimerasa cuantitativa o a tiempo real 
S  
Sca-1 Antígeno 1 de célula madre (Stem cell antigen 1) 
SCF Del inglés Stem cell factor 
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Unidades de transducción 
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VCAM-1 Molécula vascular de adhesión celular 1  
VCN Número de copias del vector (vector copy number) 
VLA-4 Del inglés very late antigen 4 
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Al escribir este trabajo, he intentado en la medida de lo posible evitar la utilización de palabras 
en inglés. Sin embargo, he decidido utilizar los términos homing, forward, reverse y wild type en 


























1.- Células estromales mesenquimales. 
Las células estromales mesenquimales (MSCs) fueron descritas por primera vez por 
Friedenstein y colaboradores (70) como una población heterogénea de células madre 
multipotentes, con distinta capacidad de proliferación y diferenciación. Son células adherentes, 
de aspecto fibroblastoide, capaces de generar lo que estos autores denominaron unidades 
formadoras de fibroblastos (CFU-F) (189).  
Clásicamente, las MSCs han sido aisladas de la médula ósea (MO), donde representan entre el 
0,01-0,001% de la celularidad total. Además de la MO, las MSCs también han sido aisladas de 
otros tejidos como el tejido adiposo (Ad-MSCs) (270),  la placenta (163), la pulpa dental (87) y 
tejidos fetales como el hígado, el bazo y el cordón umbilical (101). Entre todos estos tejidos, es 
de destacar el tejido adiposo como fuente de MSCs, al tratarse de un tejido abundante y de fácil 
acceso en las liposucciones, del que pueden obtenerse un alto número de estas células (Ad-
MSCs). A pesar de que las Ad-MSCs han sido menos estudiadas que las aisladas de médula ósea, 
se ha comprobado que ambas poblaciones comparten el mismo fenotipo y todas sus 
propiedades funcionales (191, 262).  
Las MSCs no tienen un marcador de superficie específico que las defina. Con el fin de unificar la 
terminología de las MSCs, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) recomienda el uso 
del término “Células Estromales Mesenquimales”, para referirse al acrónimo MSCs. Además, 
basa su caracterización en el crecimiento en adherencia, capacidad de diferenciación hacia 
tejido óseo, cartilaginoso y adiposo, la expresión de los marcadores CD73, CD90, CD105 y la no 
expresión de los marcadores CD34, CD45, CD11b, CD14, CD19 y HLA-DR (53).  
1.1.- Propiedades de las MSCs. 
Las MSCs tienen propiedades inmunológicas únicas. No son inmunogénicas, pues no 
generan una respuesta inmune por parte de linfocitos T alogénicos, lo que permite la utilización 
de MSC en contextos alogénicos y xenogénicos (59, 174). Además, las MSCs tienen importantes 
propiedades inmunosupresoras a través de la secreción de factores solubles, entre los que se 
encuentra la prostaglandina E2, TGF-β o la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), pero también a 
través del contacto célula-célula. De esta manera, las MSCs modulan la función de las principales 
poblaciones del sistema inmune, como las células dendríticas, linfocitos T, linfocitos B y células 
NK (126, 158, 239, 263).  










Por otro lado, las MSCs son capaces de diferenciarse in vitro hacia distintos tejidos de origen 
mesodérmico, como el tejido óseo, tejido adiposo, tejido cartilaginoso, tejido muscular y tendón 
(67, 189, 266), así como a células de origen no mesodérmico, como hepatocitos, miocitos o 
células del sistema nervioso (98, 194, 258).  
Estas células también poseen importantes propiedades para el mantenimiento del 
microambiente hematopoyético. Así, las MSC participan de forma dinámica en el desarrollo del 
microambiente medular, secretando componentes implicados en la organización de la matriz 
extracelular, como el colágeno o la fibronectina y gran cantidad de citoquinas y factores de 
crecimiento, como IL-6, IL-11, FLT-3 o SCF, importantes para el mantenimiento y la 
diferenciación de las células madre hematopoyéticas (38, 189).  
1.2.- Aplicación de las MSCs en estudios pre-clínicos y clínicos. 
Las numerosas propiedades que presentan las MSCs las han convertido en una 
herramienta interesante para el tratamiento de varias patologías. Su capacidad de 
diferenciación hacia tejidos de origen mesodérmico y no mesodérmico las convierten en una 
alternativa para aplicaciones terapéuticas en el campo de la medicina regenerativa (94, 99, 180, 
253), incluyendo enfermedades cardiacas (166), osteoarticulares (253), neuronales (135) y 
pulmonares (221), entre otras.  
En distintos estudios se ha observado que las MSCs administradas de forma sistémica tienen 
capacidad de migrar hacia sitios de daño en respuesta a distintas quimioquinas. Éstas se unen a 
sus respectivos receptores expresados en la membrana de las MSCs (218, 269), participando en 
la recuperación del tejido dañado (135). De forma similar a las células del sistema inmune, las 
MSCs pueden extravasarse desde el torrente sanguíneo como consecuencia de la expresión de 
moléculas de adhesión en su superficie, como la P-selectina y la molécula vascular de adhesión 
celular VCAM-1(204) y así poder alcanzar el tejido diana en el que ejercer su función. 
Las aplicaciones más frecuentemente utilizadas por parte de las MSCs derivan de sus 
propiedades inmunosupresoras. Así, numerosos estudios han utilizado MSCs para el tratamiento 
de la complicación más frecuente y severa de los trasplantes alogénicos de progenitores 
hematopoyéticos, la enfermedad del Injerto contra el Huésped (EICH) (14, 127). Además, 
también  se ha demostrado que las MSCs son capaces de prevenir la EICH en modelos 
experimentales de trasplante alogénico en ratón (137, 224, 262). Asimismo, las propiedades 











enfermedades autoinmunes, como la esclerosis múltiple (39, 105), la enfermedad de Crohn (75, 
131) o la artritis reumatoide (226, 255).  
Una de las limitaciones del uso clínico de las MSCs deriva  del pequeño número de células que se 
aíslan de los tejidos, siendo necesaria su expansión ex vivo para obtener el número de células 
que sean eficaces en su uso terapéutico. Los distintos estudios realizados sobre la bioseguridad 
de las MSCs han mostrado que estas células son seguras para uso clínico. En la actualidad, según 
el portal www.clinicaltrias.gov, hay registrados más de 4.000 protocolos clínicos en los que se 
están utilizando MSCs para el tratamiento de un amplio número de enfermedades. En ninguno 
de los protocolos clínicos realizados hasta ahora, que suman miles de pacientes, se ha detectado 
ningún caso de tumorigénesis derivadas del uso de MSC, ni ningún efecto adverso derivado de la 
infusión de estas células  (20, 86, 114, 125, 128). Tras algunas investigaciones iniciales, las 
mismas observaciones se han constatado en los estudios preclínicos realizados en modelos 
animales (184, 262).  
1.3.-MSCs e injerto hematopoyético. 
En los últimos años distintos estudios experimentales han analizado el papel de las MSCs 
en la mejora del injerto hematopoyético. Algunos de estos estudios se han realizado en modelos 
de trasplante xenogénico de células CD34+ y MSCs humanas en ratones inmunodeficientes 
NOD/SCID. Estos ratones fueron acondicionados de forma submieloablativa y trasplantados con 
progenitores hematopoyéticos humanos CD34+, con o sin la adición de MSC, éstas de 
procedencia tanto alogénica como singénica, administradas por vía intravenosa o intrafemoral 
(6, 32, 113, 178, 184). Estos estudios demostraron que las MSC son capaces de mejorar de 
forma significativa el injerto de las células madre hematopoyéticas (CMHs), siendo este efecto 
dosis dependiente (6, 113, 184). No se apreciaron diferencias entre el uso de MSCs autólogas o 
alogénicas respecto a las CMHs (6). Además, en el estudio de Carrancio y colaboradores (32) se 
observó que la co-infusión de ambos tipos celulares por vía intravenosa o por vía intrafemoral 
mejoraba significativamente el injerto hematopoyético, no habiendo diferencias entre la co-
infusión de las CMHs y las MSCs juntas por vía intravenosa o juntas por vía intrafemoral. Sin 
embargo, en la mayor parte de estos trabajos, se observó que el efecto más evidente de las MSC 
sobre el injerto se producía cuando el número de CMHs infundidas era reducido (6, 178, 184).  
Por otro lado, Li y colaboradores (137) realizaron un estudio en el que ratones BALB-C fueron 
trasplantados con células mononucleadas de cordón umbilical alogénicas de ratón C57/BL, con o 










sin la adición de MSCs de MO de los mismos ratones. En este estudio, observaron que la co-
infusión de MSCs junto con CMHs alogénicas, una vez más, mejoraba de forma significativa el 
injerto hematopoyético. 
También se ha comprobado el papel beneficioso de las MSCs en el trasplante hematopoyético 
en  un estudio realizado en primates por Masuda y colaboradores (152). En él, se estudió el 
efecto de las MSC en el injerto de CMHs autólogas cuando ambas poblaciones eran inyectadas 
por vía intrafemoral, detectándose mejoras en el injerto comparado con CMH inyectadas sin 
MSCs. 
Acerca del efecto de las MSC sobre el injerto de CMHs en humanos se han publicado varios 
estudios de ensayos clínicos, todos en el contexto de trasplantes alogénicos. Las MSCs fueron 
utilizadas porque en estos trasplantes se preveía un riesgo de fallo de injerto, como 
consecuencia de causas variadas, como una identidad incompleta en el grado de 
histocompatibilidad entre el donante y el receptor (HLA no idénticos o haploidénticos) o de la 
patología de base del paciente, como la anemia aplásica.  Así, se investigó la eficacia de MSCs 
alogénicas en 14 pacientes pediátricos sometidos a trasplantes haploidénticos para el 
tratamiento de distintas patologías hematológicas malignas y no malignas, como 
inmunodeficiencias (13). En este estudio, llevado a cabo por Ball y colaboradores, se observó 
que la infusión de MSCs evitaba el fallo de injerto y aceleraba la recuperación linfocitaria, 
comparado con un grupo histórico control de características similares. Otro estudio fue llevado a 
cabo por Le Blanc y colaboradores (130), en el que siete pacientes adultos, con patologías 
hematológicas o inmunodeficiencias, fueron co-trasplantados con MSCs y CMHs de sangre 
periférica de donantes familiares y no familiares, con grados variables de identidad HLA. La co-
infusión de ambos tipos celulares se llevó a cabo con el objeto de prevenir el fallo de injerto, que 
es más frecuente en este tipo de trasplantes. En particular, este grupo incluía a tres pacientes 
re-trasplantados por haber tenido un rechazo de injerto previo. En este estudio, la co-infusión 
de las MSCs evitó el fallo de injerto en los tres pacientes re-trasplantados y produjo un injerto 
estable en los cuatro pacientes restantes, independientemente del grado de compatibilidad y de 
la relación familiar entre donantes y receptores.  
En determinadas patologías, como la anemia aplásica severa, es más frecuente el fallo de 
injerto, a pesar de que los donantes sean HLA-idénticos y familiares (217). Así, en dos pacientes 
pediátricos con anemia aplásica severa, que habían sufrido fallos de injerto en trasplantes 
previos, se observó que la co-infusión de MSC junto con las CMHs producía un injerto 











donantes que previamente no habían injertado (64). Este efecto se vio remarcado por  otro 
estudio llevado a cabo por Wu y colaboradores (259) en 21 pacientes con anemia aplásica 
severa, en los que el co-trasplante de CMHs haploidénticas y MSCs produjo un injerto estable en 
todos los pacientes. 
 Finalmente, hay casos publicados en los que las MSCs fueron infundidas en etapas muy 
posteriores a trasplante de CMHs alogénicas. Así, dos pacientes que presentaban aplasia roja 
tras trasplantes de donantes con grupo sanguíneo ABO incompatibles, recibieron infusiones de 
sólo  MSCs alrededor de seis meses después del trasplante, obteniéndose una rápida y estable 
recuperación de la eritropoyesis  (65).  
Los resultados obtenidos, tanto en los ensayos clínicos como en los experimentales realizados 
en distintos modelos animales, parecen indicar que la infusión de MSCs podría ser beneficioso 
en aquellos trasplantes alogénicos en los que existen factores de riesgo de fallo de injerto.  
En los estudios descritos anteriormente realizados en trasplantes  alogénicos, es muy posible 
que los efectos inmunosupresores de las MSC tuviesen un papel importante en la prevención del 
fallo del injerto, bien al suprimir una respuesta frente a antígenos alogénicos, o bien al modular 
mecanismos inmunes implicados en la etiología de la enfermedad. 
Sin embargo, los estudios realizados en trasplantes autólogos son escasos y poco concluyentes. 
Así, se estudió el efecto de MSC autólogas en trasplantes autólogos de CMH para el tratamiento 
de pacientes con cáncer de mama. Los autores concluyeron que la co-infusión de MSCs estaba 
asociada a una rápida recuperación de las plaquetas, aunque estos resultados no eran 
concluyentes ante la ausencia un grupo control sin MSCs(116, 125).  
2.- El sistema hematopoyético. 
2.1.- Organización del sistema hematopoyético. 
El sistema hematopoyético es un sistema altamente jerarquizado, con estructura 
piramidal, en el que a partir de una pequeña proporción de células madre hematopoyéticas, se 
generan todas las células maduras que forman parte de la sangre. Las células progenitoras 
hematopoyéticas se agrupan en dos líneas de diferenciación: una que incluye a los progenitores 
eritroides, mieloides y megacariocíticos y otra línea linfoide, compuesta por los progenitores de 
células T,  células B, células NK y células dendríticas. 










Las CMHs son las células más primitivas o indiferenciadas que mantienen al sistema 
hematopoyético. Se caracterizan por ser células multipotentes, con una baja tasa de 
proliferación y una alta capacidad de auto-renovación. Estas células se mantienen durante toda 
la vida del individuo, manteniendo su hematopoyesis(169).  
 
Figura 1: Organización jerárquica del sistema hematopoyético en ratón. Modificado de Doulatov 
et al(55). 
En el siguiente escalón se encuentran los progenitores hematopoyéticos comprometidos. A 
pesar de que estas células son morfológicamente iguales a las CMHs, los progenitores 
hematopoyéticos tienen una tasa de proliferación mayor que las CMHs y una limitada capacidad 
de auto-renovación. La potencialidad de estas células es más limitada, siendo su progenie 
homogénea (161).  
Los progenitores hematopoyéticos comprometidos estimulados con factores solubles 












- Progenitores eritroides primitivos, definidos como unidades formadoras de colonias 
eritroides o BFU-E (del inglés Burst Forming Unit-Erythroid) (84). 
- Precursores gránulo-macrofágicos, definidos como unidades formadoras de colonias 
granulocíticas y macrofágicas o CFU-GM (del inglés Colony Forming Unit-Granulocytic and 
Macrophagic) (24, 190).  
- Precursores megacariocíticos, definidos como unidades formadoras de colonias 
megacariocíticas o CFU-Meg (del inglés Colony Forming Unit-Megakaryocytic) (154, 162, 
172).  
Finalmente se encuentra el escalón más amplio, el cual incluye a las células hematopoyéticas 
maduras de todos los linajes. Estas células poseen una morfología característica y una baja o 
nula capacidad de proliferación y auto-renovación. Cada tipo celular posee distintas funciones 
propias de linaje, como la defensa inmune, el transporte de oxígeno o la coagulación.   
Todo este proceso está altamente regulado y es dependiente de factores exógenos liberados de 
forma endocrina o paracrina (factores de crecimiento hematopoyético o citoquinas) así como de 
factores intrínsecos de las propias CMHs (factores de transcripción y modificaciones 
epigenéticas). Las interacciones célula-célula con distintos componentes del nicho 
hematopoyético, así como sustancias neuroendocrinas liberadas por las terminaciones nerviosas 
que inervan la MO, también influyen en la regulación del sistema hematopoyético (16, 23).   
2.2.- Las Células Madre Hematopoyéticas de ratón. 
Las CMHs representan menos del 1% de la celularidad total de la MO (169, 257). En 
ratón fueron inicialmente identificadas en base a su capacidad para formar colonias en el bazo 
de ratones irradiados letalmente (CFU-S). Sin embargo, los ensayos más aceptados para definir a 
estas células como CMHs son los ensayos de reconstitución hematopoyética de receptores a 
largo plazo. En estos ensayos, se comprueba la capacidad de las CMHs para reconstituir todos 
los linajes hematopoyéticos tras un trasplante hematopoyético en receptores letalmente 
irradiados (95, 257). El método más extendido para detectar las CMH injertadas es el empleo de 
ratones con variaciones en el marcador panleucocitario Ly-5 (CD45), con sus dos variantes 
alélicas: Ly-5.1 y Ly-5.2 (CD45.1 y CD45.2, respectivamente), que pueden ser fácilmente 
reconocidas por anticuerpos monoclonales específicos (124, 150, 243). 
En ratón, la caracterización fenotípica de las CMHs ha mostrado que estas células carecen de los 
marcadores de linaje (eritroide, monocíticos, granulocíticos o linfoides), siendo por tanto 










denominados Linaje– (Lin-). Las células Lin- que expresan altos niveles de los marcadores Ly6A 
(Stem-cell antigen 1, Sca-1) y c-Kit, son denominadas células LSK (Lin- Sca-1+ c-Kit+) y son 
consideradas como las verdaderas CMHs, que representan entre el 0,5% y el 1% de la 
celularidad total de la MO (169).  
A su vez, las LSK pueden ser subdivididas en 3 subpoblaciones de grado creciente de maduración 
y diferenciación (112, 195, 264):  
- CMHs-long-term (LT): tienen capacidad de repoblación a largo plazo y presentan el fenotipo 
Lin-, Sca1+, c-Kit+, Flk2-, CD34-.  
- CMHs-short-term (ST): tienen capacidad de repoblación a corto plazo y presentan el 
fenotipo Lin-, Sca1+, c-Kit+, Flk2-, CD34+.  
- Progenitores multipotentes (MPP): presentan el fenotipo Lin-, Sca1+, c-Kit+, Flk2+, CD34+.  
Las CMHs de mayor capacidad de injerto tras un trasplante son aquellas que se encuentran en 
un estado quiescente y metabólicamente inactivas (219, 240). Se ha observado que las CMHs en 
fase S/G2/M del ciclo celular tienen una capacidad de injerto inferior comparada con aquellas 
que se encuentran en la fase G0/G1 del ciclo (68). Se ha demostrado que este injerto defectuoso 
podría deberse a una reducción en los receptores de adhesión (17).  
2.3.- Nicho hematopoyético. 
Un nicho de células madre puede ser definido como la estructura en la que residen las 
células madre y en la que son mantenidas sus principales propiedades, como la 
multipotencialidad, auto-renovación y quiescencia (40, 209). Uno de los nichos más estudiados 
es el nicho hematopoyético, localizado en la médula ósea. Este microambiente medular fue 
definido por primera vez por Schofield (209), quien propuso que existía un nicho de células 
especializadas en la MO, que están físicamente asociadas con las CMHs y que emiten señales 
específicas que intervienen en el mantenimiento y regulación de su función.  
El origen de los componentes de este nicho son tanto de origen hematopoyético (osteoclastos, 
macrófagos y neutrófilos) como no hematopoyético (células mesenquimales, osteoblastos, 
células endoteliales y células gliales) (209). Todos ellos están regulados por estímulos 
fisiológicos, como la ennervación simpática, ritmos circadianos o señales hormonales (27). 
Distintos estudios han demostrado que las células derivadas del linaje óseo (células 











hematopoyético al producir numerosos factores implicados en la regulación de las CMHs (26, 
228, 249).  
En la MO se han descrito dos nichos hematopoyéticos: el endosteal y el perivascular. El nicho 
endosteal contiene la mayoría de las CMHs inactivas, sirviendo como nicho de almacenamiento 
de células quiescentes con capacidad de auto-renovación (267), que darán lugar a las MPP por 
divisiones asimétricas (97). 
Por otro lado, el nicho perivascular contiene células endoteliales que expresan citoquinas como 
CXCL12 (SDF1) y moléculas de adhesión como la E-selectina o VCAM-1, importantes para la 
movilización, homing e injerto de las CMHs (10, 192). Además de las células endoteliales, en la 
región perivascular del nicho se ha descrito la presencia de MSCs y de una población de células 
estromales heterogénea, caracterizada por tener una alta expresión de CXCL12, cerca de las 
cuales las CMHs trasplantadas anidan preferencialmente (52, 83, 160). 
A pesar de que el nicho endosteal y el nicho perivascular parecen tener distintas funciones,  hay 
estudios que sugieren que ambos nichos cooperan para regular la auto-renovación y quiescencia 







Figura 2: Modelo de nicho hematopoyético. Modificado de Kunisaki et al (120).  
2.4.- Tráfico celular en el nicho hematopoyético. 
Aunque la mayoría de las CMHs en el ratón adulto están localizadas en la MO, estas 
células presentan una gran movilidad. En respuesta a señales específicas, las CMHs pueden salir 
y retornar al nicho hematopoyético en procesos conocidos como movilización y homing 










respectivamente. Estos procesos comprenden una compleja combinación de migración, 
adhesión, proteólisis y señalización entre las CMHs y el nicho hematopoyético (30, 122, 183).  
El homing es el proceso por el cual las CMHs trasplantadas son atraídas hacia la MO, 
interaccionando con los vasos de la MO y migrando al espacio extravascular, a través de una 
migración trans-endotelial (153, 220). En este proceso participan numerosas moléculas de 
adhesión y  de quimitotaxis. Se ha demostrado que existe una interacción (rolling) inicial con el 
endotelio de la MO a través de las glicoproteína CD44 y la P-selectina, así como una interacción 
entre la integrina VLA4 y su receptor VCAM1 (11, 208, 247). Además, la interacción entre el 
receptor CXCR4 expresado por las CMHs  y la quimioquina CXCL12  de la MO es crítica en el 
homing (1, 11, 225). 
Tras el homing, se produce el anidamiento e injerto de las células trasplantadas. Este proceso 
incluye la migración de las CMHs a los nichos específicos de las MO donde se anclarán y 
residirán (60). Una vez que las CMHs se han alojado en la MO, son requeridas para generar las 
células maduras de la sangre y repoblar a los receptores, produciéndose así el injerto, 
detectable en la sangre periférica (96).  
Un factor crucial implicado en la migración, retención y movilización de las CMHs durante la 
homeostasis o tras un daño, es la vía CXCL12/CXCR4 (123, 176). Los efectos biológicos de 
CXCL12 están mediados por su capacidad para inducir motilidad, quimiotaxis y adhesión en la 
CMHs.  
3.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
El trasplante de progenitores hematopoyéticos o de CMHs es el tratamiento de elección 
para numerosas patologías onco-hematológicas y para otras patologías no malignas. Consiste en 
la infusión de progenitores hematopoyéticos para reconstituir o reemplazar el sistema 
hematopoyético endógeno (230, 231). Este procedimiento habitualmente incluye un 
tratamiento de acondicionamiento con dosis variables de quimio y/o radioterapia, seguido de la 
infusión de CMHs. Lo más frecuente es que  las CMHs sean infundidas por vía intravenosa 24h 











3.1.- Tipos de trasplante. 
Dependiendo del donante se pueden distinguir diferentes tipos de trasplante 
hematopoyético: autólogo, singénico, alogénico y xenogénico (5, 188). 
3.1.1.- Trasplantes autólogos. 
Es el que se realiza con CMHs del propio paciente, obtenidas en un momento oportuno 
de la enfermedad. Las células se conservan, habitualmente criopreservadas y posteriormente 
son re-infundidas al propio paciente tras la administración de un acondicionamiento (62). 
3.1.2.- Trasplantes singénicos. 
Es aquel en el que donante y receptor son gemelos homocigotos, entre los que no 
existen por lo tanto diferencias genéticas ni inmunológicas, al ser HLA-idénticos.  
En ratón, no hay diferencia entre los trasplantes autólogos y singénicos, ambos con 
donantes/receptores de la misma cepa, H2 idénticos. Una variante de estos trasplantes es el 
trasplante congénico, en el que sólo existe una variación genética del antígeno panleucocitario 
CD45, con sus variantes CD45.1 (Ly 5.1) y CD45.2 (Ly 5.2) (261). Los injertos de piel de donantes 
CD45.1 no son rechazados por receptores CD45.2, por lo que el modelo CD45.1/CD45.2 en uno 
de los más utilizados para detectar  injertos de CMHs entre donantes/receptores de la misma 
cepa (227, 241).  
3.1.3.- Trasplantes alogénicos. 
Es aquel que se realiza entre individuos de una misma especie. Sus principales 
complicaciones son la enfermedad injerto con huésped (EICH) y las infecciones, ambas con un 
porcentaje elevado de morbi-mortalidad para los receptores (62). 
Los donantes  alogénicos pueden ser familiares o no familiares. Lo ideal es que el donante sea 
familiar y HLA compatible, con el mayor grado de identidad en los antígenos HLA. En este tipo de 
trasplantes las células infundidas son sanas y el riesgo de recaída es menor, pero está restringido 
a la disponibilidad de un donante (62). En España menos del 25% de los pacientes cuenta con un 
donante familiar HLA-compatible o HLA-idéntico.  










En ratón, este tipo de trasplantes se realiza entre donante/receptor de distinta cepa; es decir, 
con disparidad en los antígenos del complejo de histocompatibilidad H2 de los ratones. 
3.1.4.- Trasplantes xenogénicos. 
Consiste en el trasplante de células, tejido u órganos de una especie a otra, es decir que 
donante y receptor pertenecen a distintas especies (234). En los estudios de trasplante de 
CMHs, el modelo más frecuentemente utilizado se basa en la infusión de estas células en 
ratones inmunodeficientes que poseen un microambiente permisivo para el injerto de CMHs de 
otra especie, permitiendo analizar así su proliferación y capacidad pluripotente (90). 
3.2.- Acondicionamiento. 
Como se ha mencionado anteriormente, antes de recibir un trasplante de CMHs, los 
pacientes oncohematológicos suelen recibir un acondicionamiento con quimio/radioterapia. 
Este acondicionamiento sirve para erradicar la enfermedad de base en los pacientes, pero 
también para preparar el nicho hematopoyético para la recepción y anidamiento de las células 
trasplantadas (230, 232). En los trasplantes alogénicos, además, el acondicionamiento tiene el 
objetivo de disminuir la capacidad de respuesta inmune del receptor, evitando así rechazo del 
injerto de las CMHs infundidas (62).  
En función de su intensidad, existen tres tipos de acondicionamiento:  
- Mieloablativo: la dosis de radiación y/o quimioterapia produce una pancitopenia 
irreversible, que no permite la recuperación endógena de la hematopoyesis, por lo que es 
letal para el paciente en el caso de no recibir un rescate con CMHs (12).  
- Intensidad reducida: la dosis de radiación o de quimioterapia es más reducida que la letal. 
Causa citopenia y produce una aplasia muy prolongada seguida de una lenta recuperación 
hematopoyética endógena, que suele requerir de un trasplante de CMHs para la 
supervivencia del paciente (12). 
- No mieloablativo: consiste en dosis muy reducidas de quimio y/o radioterapia, que causa 
citopenia pero no requiere de un trasplante de CMHs pues siempre se produce una 

















Figura 3: Clasificación de los regímenes de acondicionamiento según su intensidad. 
3.3.- Fuentes de obtención de las células madre hematopoyéticas. 
La identificación de la MO como fuente de CMHs hizo posible el trasplante 
hematopoyético (18, 143), pero los progenitores hematopoyéticos pueden ser obtenidos 
también de la sangre periférica movilizada o de la sangre de cordón umbilical. En la actualidad, 
los trasplantes de células de sangre periférica movilizada representan más del 95% de los 
trasplantes autólogos en adultos y más del 70% de los trasplantes alogénicos (58).  
4.- La Anemia de Fanconi. 
La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad monogénica, autosómica (a excepción de 
FANCB localizado en el cromosoma X), de herencia recesiva, que fue descrita por primera vez 
por el pediatra suizo Guido Fanconi en 1927 (63). Está catalogada dentro de las enfermedades 
raras al afectar a 1-5 por cada 100.000 nacimientos con una frecuencia de portadores de 1/300 
(28).  
4.1.- La ruta de Fanconi. 
La AF está causada por mutaciones en uno de los genes de AF que codifican proteínas 
que cooperan en una ruta de reparación del ADN, esencial para la reparación de 
entrecruzamientos del ADN (50). En la actualidad hay identificados 19 genes implicados en AF 
correspondientes a 19 grupos de complementación (FANCA (142), FANCB (156), FANCC (223), 
FANCD1 (229), FANCD2 (233), FANCE (47), FANCF (48), FANCG (49), FANCI (54), FANCJ (133), 
 


































             

































FANCL (155), FANCM (157), FANCN (193), FANCO (244), FANCP (222), FANCQ (22), FANCR o 
RAD51 (254) FANCS (207) y FANCT (248)). Los genes suelen designarse como “FANC” seguido de 
la letra correspondiente al grupo de complementación.  
A pesar de que la función de los genes implicados en AF no se conoce totalmente, se ha descrito 
que actúan de forma conjunta en la ruta de reparación del ADN que se activa durante la 
replicación de las células o en respuesta a modificaciones químicas en la doble hélice de ADN, 
principalmente entrecruzamientos del ADN (134). Los fallos en la función de los genes 














Figura 4: Esquema simplificado de la ruta de Fanconi/BRCA. 
 
Se han identificado tres complejos de proteínas implicados en la ruta de AF. Tras el daño al ADN 
o tras la replicación, el complejo I o core formado por nueve proteínas FANC  reconoce la lesión 
en el ADN (107, 248) e induce a la activación vía monoubiquitinización del complejo ID formado 
por 2 proteínas FANC (74, 216). El complejo ID activado se une a la cromatina y recluta al 
complejo III formado por 8 proteínas FANC (115, 118, 140, 144, 207, 215). Finalmente, la ruta 











4.2.- Manifestación fenotípica de las células de AF y diagnóstico. 
Las células de los pacientes con AF tienen una elevada inestabilidad cromosómica, lo 
que se emplea como prueba diagnóstica mediante la exposición de células primarias a agentes 
entrecruzantes del ADN, como diepoxibutano (DEB) o mitomicina-C (MMC). Las células de los 
pacientes tratadas con DEB o MMC presentan una parada en las fases G2/M del ciclo celular, así 
como una reducida viabilidad, además de roturas y anomalías cromosómicas. (9, 35, 119, 210, 
211).  
Otras características de las células de pacientes con AF son la hipersensibilidad a 
concentraciones ambientales de oxígeno, lo que las lleva a tener un crecimiento ex vivo 
deficiente y una baja capacidad clonogénica (103, 206). También muestran una reducción en el 
tamaño de los telómeros, lo que correlaciona con la detección de un aumento de 10 veces en 
fusiones terminales de cromosomas, comparado con el de células normales (29, 132). 
Asimismo, los cultivos de células de los pacientes con AF presentan una alta sensibilidad a las 
citoquinas pro-apoptóticas TNFα e IFNγ, lo que produciría un incremento en la apoptosis de las 
CMHs, llevando a un agotamiento progresivo de estas células en la MO. Además, la 
sobreexpresión de ciertos metabolitos endógenos, como los acetaldehídos, podrían inducir 
alteraciones químicas en el ADN, que contribuirían al fallo medular (56, 72, 100, 203). 
Finalmente, se han descrito defectos en la adhesión y anidamiento celular asociados a una 
desregulación de la actividad de Cdc42 (268). 
4.3.- Manifestación clínica de Anemia de Fanconi. 
A pesar de la heterogeneidad genética en los pacientes con AF, todos ellos comparten 
un  fenotipo común, presentando malformaciones congénitas, fallo de MO y predisposición al 
cáncer. Las malformaciones congénitas se pueden manifestar en forma de baja estatura, cabeza 
y ojos pequeños, polidactilia, anomalías en el dedo pulgar y en el brazo, hipo o 
hiperpigmentación (manchas café con leche), además de anomalías estructurales en el corazón, 
riñón y otros órganos (45, 235). 
La AF pertenece a un grupo de síndromes de fallo de médula ósea (FMO), los cuales se 
caracterizan por la incapacidad de la MO para producir un número adecuado de células 
sanguíneas circulantes y generan una alta mortalidad en los pacientes que la padecen. Este 
fenómeno se manifiesta en el 80% de los casos siendo el principal signo de la enfermedad y la 
causa primaria de mortalidad, situándose la supervivencia de los pacientes en alrededor de los 










30 años (3, 8). En el 75% de los casos, el FMO se manifiesta durante la primera década de la 
vida. Entre los 5 y 10 años de edad se manifiesta una pancitopenia y neutropenia, que se asocia 
con un incremento en el riesgo de infecciones. Finalmente, estas disfunciones hematológicas 
pueden desembocar en un fallo severo de MO, que tiene una tasa de incidencia del 5% por año 





Figura 5: Esquema representativo del descenso progresivo de CMHs que lleva al desarrollo de un 
fallo de MO. Modificado de Garaycoechea y Patel (72). 
 
Por último, los pacientes con AF presentan una alta predisposición al cáncer. Así, a los 40 años 
de edad el 33% de los pacientes presentan leucemia mieloide aguda o síndrome mielodisplásico. 
Además de los desórdenes hematológicos descritos, estos pacientes tienen un riesgo más 
elevado de desarrollar tumores sólidos, como el carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello, 
piel, esófago y el cáncer vulvar en las mujeres (4, 37, 201). 
4.4.- Terapias utilizadas en el tratamiento de la Anemia de Fanconi. 
A pesar de que la AF es una enfermedad sistémica, la mayor parte de las terapias de 
estos pacientes están centradas en el tratamiento del fallo de médula, que es la principal causa 
de muerte. Junto a ello, es importante la prevención y tratamiento de tumores a lo largo de la 
vida del paciente con AF. 
4.4.1.- Terapias  actuales. 
Los tratamientos para disminuir el fallo de médula son principalmente paliativos, 
teniendo como objetivo estimular la producción de células del sistema hematopoyético. Estos 
tratamientos suelen consistir en la administración de andrógenos, que estimulan la eritropoyesis 
























El trasplante alogénico de CMHs es el único tratamiento curativo para los pacientes con AF, 
influyendo la relación donante-receptor en el éxito del trasplante. Cuando el donante es un 
familiar HLA compatible/idéntico al receptor, la supervivencia de los pacientes es superior al 
75% (76, 149, 186). Sin embargo, cuando las CMHs provienen de un donante no-familiar, la 
supervivencia se reduce de forma significativa (76, 89, 251).  En los pacientes con AF, todas las 
complicaciones asociadas a los trasplantes alogénicos son más severas que en otras patologías, 
aumentadas por un mayor índice de fallo de injertos, además de una mayor incidencia de 
enfermedad injerto contra huésped (EICH) y de infecciones oportunistas (148, 251). 
Un problema añadido en el tratamiento de los pacientes de AF es la mayor toxicidad relacionada 
con el acondicionamiento, pues son extremadamente sensibles a la quimioterapia y la 
radioterapia de los mismos. Así, el acondicionamiento podría acelerar el desarrollo de 
neoplasias secundarias, en particular carcinomas escamosos de cabeza y cuello (57, 202). 
4.4.2.-Nuevas terapias para el tratamiento de la Anemia de Fanconi. 
El reducido número de donantes histocompatibles sanos para realizar trasplantes 
alogénicos, ha llevado a alternativas tales como el trasplante alogénico de CMHs de hermanos 
seleccionados genéticamente,  la utilización de nuevas terapias farmacológicas, como el uso de 
anti-TNFα (85, 246) y la terapia génica. 
4.4.2.1.- Terapia génica en Anemia de Fanconi. 
En algunos pacientes se han detectado mutaciones espontáneas que han revertido la 
mutación original en algún progenitor de la MO, denominándoles pacientes mosaico (33). En 
ellos  existe una ventaja proliferativa de los progenitores revertidos, que impulsa a la selección y 
amplificación del clon generado (88). Este hecho sustenta la idea de que la corrección del 
defecto génico en un pequeño número de CMHs podría extenderse a toda la hematopoyesis 
generada por las CMHs corregidas mediante técnicas de terapia génica. Por lo tanto, el 
trasplante autólogo de CMHs corregidas, podría suponer una alternativa terapéutica eficaz para 
pacientes con AF (91, 108, 138).  
La terapia génica se define como una modalidad terapéutica mediante la cual se inserta, se 
elimina o se sustituye un determinado gen en células, para corregir un defecto genético o para 
dotar las células de una nueva función. Las terapias ex vivo nos permiten manipular las células in 
vitro para su corrección génica y administrárselas posteriormente al paciente (106, 164). 










En la década de los 90 se llevaron a cabo los primeros ensayos clínicos de terapia génica, uno en 
pacientes de AF con mutaciones en FANCC (139) y otro en pacientes de AF con mutaciones en 
FANCA (108). En estos ensayos, a pesar de que inicialmente se detectaron células corregidas en 
la sangre periférica de los pacientes, no se produjo un injerto de forma estable (108, 138, 139). 
Actualmente según el portal www.clinicaltrias.gov, hay registrados más de 70 ensayos clínicos 
en anemia de Fanconi, de los cuales dos son de terapia génica con vectores retrovirales y 
trasplantes autólogos de las células corregidas.  
Uno de esos ensayos clínicos es el coordinado por la división de Terapias Innovadoras en el 
Sistema Hematopoyético del CIEMAT, el ensayo clínico FANCOLEN, para el tratamiento de 
pacientes con AF del grupo de complementación A. En este ensayo clínico, los pacientes serán 
trasplantados con células autólogas transducidas con un vector lentiviral portador del gen 
FANCA. 
4.4.2.2- Vectores lentivirales para la terapia génica de la Anemia de Fanconi. 
Los vectores utilizados para la transferencia génica pueden ser vectores virales 
(integrativos y no integrativos) o no virales (no integrativos), siendo los vectores virales 
integrativos los más eficaces y los más utilizados para la transducción de CMHs, ya que permiten 
la transmisión de los transgenes a la progenie de las CMHs transducidas. 
Los vectores lentivirales, que conforman un género importante dentro de la familia Retroviridae, 
son los vectores más comúnmente utilizados actualmente en terapia génica de CMHs (2, 25, 
173, 196). El vector más utilizado de este género es el derivado del virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV), que infecta tanto a células en división como en estado quiescente (250). Son más 
seguros, pues tienen menos riesgo de producir oncogénesis insercional al no tener preferencia 
por integrarse en el sitio de inicio de la transcripción (167, 205). 
En el año 2010 nuestro grupo presentó a la Agencia Europea del Medicamento el vector 
lentiviral PGK-FANCA-wPREMUT diseñado para la corrección genética de células de pacientes con 
AF del grupo de complementación A (79). Tras su aprobación como Medicamento Huérfano por 
la Comisión Europea (EU/3/10/822) (61), este vector fue propuesto como herramienta para la 
terapia génica en pacientes con mutaciones en el gen FANCA (236).  
El vector PGK-FANCA-wPREMUT contiene en 5’ y 3’ las secuencias LT  (Long Terminal Repeat) del 











encuentra una señal de empaquetamiento o  (Psi) y la secuencia promotora del gen humano 
PGK (Phosphoglycerate Kinase), promotor interno fisiológico que dirige la expresión ubicua y 
moderada del gen que se coloque en 5’. Tas el promotor, se halla el ADNc que codifica la 
proteína humana de la AF del grupo de complementación A (gen FANCA) y la secuencia mutada 
wPREMUT (Woodchuck Hepatitis Virus post-trascriptional regulatory element) del virus de la 
hepatitis de la marmota, para aumentar la estabilidad de los  ARNm, aumentando la cantidad de 
proteína generada por el transcrito (79).  
 
 
Figura 6: Esquema del vector PGK-FANCA-wPRE
MUT
. 
4.5.- Modelo de ratón para la anemia de Fanconi. 
Los modelos de ratón representan una herramienta imprescindible para estudiar tanto 
los mecanismos implicados en el desarrollo de las patologías, como para desarrollar nuevas 
terapias. En la AF se han desarrollado diversos modelos animales deficientes en alguno de los 
genes implicados en la ruta de AF, lo que ha permitido avanzar en el campo de la investigación 
básica y preclínica de la enfermedad. El gen FANCA es el gen mutado en alrededor del 80% de 
los pacientes con AF españoles (33), por lo que el modelo de ratón deficiente en este gen es una 
buena herramienta para estudiar la enfermedad y testar tratamientos para estos pacientes.  
En este trabajo hemos utilizado un modelo de ratón Fanca-/- desarrollado por Cheng y 
colaboradores (42) en el año 2000. En él, los exones del 4 al 7 del gen Fanca fueron 
reemplazados por un marcador LacZ-Neo. Este modelo de ratón presenta un fenotipo atenuado 
en comparación con lo observado en los pacientes. Los estudios realizados en nuestro 
laboratorio sobre el fenotipo hematológico de estos ratones han demostrado que los 
progenitores de MO presentan una alta sensibilidad a MMC, así como al estrés producido por el 
cultivo ex vivo (42, 200). Sin embargo, a diferencia de los pacientes, las alteraciones observadas 
no suponen el desarrollo de una anemia aplásica ni presentan alteraciones óseas al nacimiento. 
Los estudios han mostrado que el fenotipo de estos ratones puede ser rescatado por la 
expresión de ADNc del gen humano FANCA, por lo que este modelo de ratón supone una 
herramienta importante para ensayar futuros protocolos de terapia génica (200).
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Diferentes estudios pre-clínicos han demostrado que la co-infusión de células 
estromales mesenquimales (MSCs) con células madre hematopoyéticas (CMHs) mejoran el 
injerto hematopoyético en ratones inmunodeficientes. Por otra parte, en estudios clínicos en 
pacientes sometidos a trasplante hematopoyético alogénico con riesgo de fallo de injerto, se ha 
observado que el co-trasplante de CMHs con MSCs también disminuye dicho fallo de injerto. A 
pesar de estos resultados, se desconoce si el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto 
observado en los trasplantes alogénicos se limita a las propiedades inmunosupresoras de las 
MSCs o si existen otros mecanismos implicados. Para verificar esta posibilidad, en este trabajo 
se ha investigado si el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto de CMHs se reproduce en 
modelos de trasplante autólogo en donde se dispone de un número reducido de CMHs o con 
riesgo de fallo de injerto.  
Con esta finalidad, en esta Tesis Doctoral se han propuesto  los siguientes objetivos: 
 1.- Analizar el impacto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en un modelo de 
trasplante autólogo realizado en condiciones limitantes para el injerto. Para ello se han 
realizado trasplantes de un número reducido de CMHs en receptores acondicionados con 
dosis submieloablativas de radiación. 
 
 2.- Identificar los mecanismos implicados en la posible mejora del injerto hematopoyético 
mediado por la co-infusión de las MSCs junto con las CMHs. 
 
 3.- Estudiar el efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en un modelo de terapia 



























1.- Experimentación animal. 
Todos los procedimientos animales fueron llevados a cabo siguiendo la legislación 
nacional y europea (RD 53/2013 del Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente 
para la protección y el uso de animales de experimentación científica, la Ley 6/2013 para el 
cuidado de los animales en su explotación, transporte, experimentación y sacrificio y la Directiva 
Europea 2010/63/UE para la protección de animales de laboratorio).  
La cría y mantenimiento de los animales se llevó a cabo en el Servicio del Animalario del CIEMAT 
(número de registro ES280790000183). Los ratones se mantuvieron en condiciones controladas 
de aire filtrado a través de filtros Hepa, humedad relativa de 55 ± 15% y temperatura de 20 ± 
2ºC, con ciclos de luz/oscuridad de 12h, alimentación ad libitum con pienso UAR A04 (UAR, 
Villemoisson-sur-Orge, Francia) y de bebida agua irradiada con luz ultravioleta con, al menos, 4 
partes por millón de cloro residual libre.  El estado de salud de los animales se controló 
rutinariamente mediante análisis en animales centinelas, de acuerdo con los procedimientos 
recomendados por la SECAL (Sociedad Española para las Ciencias del Animal de Laboratorio), así 
como las de su equivalente europeo FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science 
Associations) y de acuerdo a los principios éticos y de bioseguridad de nuestro centro. 
Asimismo, todos los procedimientos de irradiación siguieron los criterios y normas de Protección 
Radiológica que recoge la legislación vigente (Reglamento sobre Instalaciones Nucleares y 
Radiactivas Real Decreto 1836/1999 de 3 de Diciembre; Reglamento sobre Protección Sanitaria 
contra Radiaciones Ionizantes Real Decreto 783/2001 de 6 de Julio). 
1.1.- Cepas empleadas. 
Las parejas reproductoras originales de cada cepa fueron obtenidas de los laboratorios 
Jackson (Bar Harbor, MA, EEUU).  En el primer bloque de experimentos  se utilizaron ratones 
(Mus musculus) B6D2F1 y ratones B6D2F1-Ptprc (P3D2F1). En el segundo bloque de 
experimentos se utilizaron ratones FVB/NJ y ratones FVB-FancaE4-E7.Ins.LacZNeo (referidos como 

























B6D2F1 ♀ b/d CD45.2/CD45.2 - Receptor + 

















 Tabla 1: Características de las cepas de ratón utilizadas en los experimentos. 
 
El modelo de ratón utilizado como modelo de AF (FVB-FancaE4-E7.Ins.LacZNeo) fue desarrollado por 
Cheng y colaboradores (42). Los fundadores de la colonia presente en el Servicio de Animalario 
del CIEMAT fueron obtenidos del Dr. Fre Arwert, del Departamento de Genética Clínica y 
Genética Humana de la Free University, Ámsterdam (Holanda).  
2.- Células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Ad-
MSCs). 
2.1.- Obtención y cultivo de las Ad-MSCs. 
Se sacrificaron ratones hembra B6D2F1 y FVB por inhalación de CO2 y se extrajo el tejido 
adiposo del epiplón. Las muestras se disgregaron con ayuda de un bisturí y se digirieron con 1mg 
colagenasa A (Roche Diagnostics, Alemania) por cada 0,5 g de tejido en 1mL DMEM (Dulbelcco’s 
Modified Eagle Medium, Gibco BRL, EEUU) durante 4h a 37ºC y 5% CO2. Al cabo de 4h, las 
células se filtraron por un filtro de nylon de 0,40 µm (BD Bioscience, EEUU), se centrifugaron 10 
minutos a 1400 r.p.m. a temperatura ambiente y se resuspendieron en medio MesenCult 
(StemCell Technologies, Canadá) suplementado con Mesenchymal Mouse Supplements 
(StemCell Technologies), 0,5% antibiótico (penicilina/estreptomicina, Gibco BRL) y 1% L-
Glutamina 200mM (Gibco BRL). Las células se sembraron a una concentración de 1,6x105 
cel/cm2 en frascos de cultivo para su adhesión a 37ºC, 5% CO2 y 95% de humedad relativa. Al 















Al alcanzar una confluencia del 75-80%, las Ad-MSCs se despegaron con Tripsina/EDTA 0,05% 
(Sigma-Aldrich, EEUU) durante 5 minutos a 37ºC y 5% de CO2. Se añadió medio Mesencult 
completo y se centrifugó 10 minutos a 1400 r.p.m. a temperatura ambiente. Las Ad-MSCs se 
sembraron a una concentración de 4x103 cel/cm2. El medio de cultivo suplementado se cambió 
2 veces por semana. 
2.2.- Caracterización y diferenciación de las Ad-MSCs. 
2.2.1.- Análisis del inmunofenotipo. 
Las Ad-MSCs se despegaron con Tripsina-EDTA 0,05%, se centrifugaron 10 minutos a 
1400 r.p.m. y se resuspendieron en PBA (PBS 1x con 0,1% albúmina de suero bovina (BSA, 
Fraction V; Sigma)  y con 0,02% NaN3). Se incubaron alícuotas de 10
5 células con los anticuerpos 
monoclonales CD29, CD34, CD44, CD45.1, CD45.2, CD73, CD80, CD90.1, CD90.2, CD105, CD106, 
CD144, CD166 y Sca-1 (BD Pharmingen), durante 20 minutos a 4ºC. Las células marcadas se 
lavaron dos veces con PBA y se resuspendieron en 10 µg/ml DAPI/PBA (Boehringer, Alemania) 
para excluir las células no viables. Para el análisis del inmunofenotipo se utilizó un citómetro de 
flujo Fortessa (BD Bioscience, EEUU) y los datos resultantes se analizaron mediante el software 
Flowjo (Flowjo LLC, EEUU). 
2.2.2.- Capacidad de diferenciación. 
Se sembraron 6x104 Ad-MSCs en placas de 35mm (Nunc, EEUU) y se añadió medio de 
diferenciación compuesto por α-MEM (Gibco) suplementado con 10% de suero Hyclone 
(Thermo Scientific, EEUU), 200 mM L-Glutamina, 0,5% antibiótico, suplementado con 1µM 
dexametasona, 5 µg/ml insulina y 4,5 g/L glucosa (todos de Sigma-Aldrich). Cada 3 días se 
cambió el medio de diferenciación y a los 21 días de cultivo, se valoró la presencia de gotas 
lipídicas teñidas con Oil Red O (Sigma-Aldrich). 
Para determinar la capacidad de diferenciación de las Ad-MSCs a tejido óseo, se sembraron 
6x104 células en placas de 35mm y se añadió medio de diferenciación compuesto por α-MEM 
suplementado con 10nM dexametasona, 10 mM β-glicerolfosfato y 50 mg/ml ascorbato-2-
fosfato (todos de Sigma-Aldrich). Se cambió el medio cada 3 días y el día 14 del cultivo se valoró 
la presencia de fosfatasa alcalina mediante la tinción con Fast BCIP/NBT (Sigma-Aldrich). 














3.- Purificación de células madre hematopoyéticas con fenotipo LSK. 
Se sacrificaron ratones donantes (hembras P3D2F1, machos FVB-WT o machos Fanca-/-) 
en una cámara de CO2. Se extrajeron los fémures y las tibias y se obtuvo la médula ósea 
perfundiendo los huesos con 1 ml de medio DMEM sin suero, utilizando jeringas de 1 ml con 
agujas de 0,5 x 16 mm. La suspensión celular se incubó con solución de lisis (ClNH4 + CO3HK 1M + 
EDTA 0,5M) (Merck, EEUU) durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Posteriormente, las células se lavaron con PBE (PBS 1x + 0,5 % BSA + 5 mM de EDTA) y se 
contaron en cámara de Neubauer con azul tripán (Sigma-Aldrich). Para obtener una población 
pura de células con fenotipo linaje negativo, Sca-1 positivo, c-Kit positivo (LSK) se procedió a su 
separación celular por citometría de flujo. Para ello se marcaron las células con anticuerpos 
contra los marcadores de linaje Ly-6G (Gr-1), CD45R (B220), CD-3, CD11b y Ter-119 conjugados 
con isocianato de fluoresceína (FITC), con el anticuerpo Sca-1 conjugado con ficoeritrina (PE) y el 
anticuerpo c-Kit conjugado con el tándem ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7) (todos ellos de BD 
Bioscience Pharmigen, EEUU), durante 20 minutos. Tras el lavado de las células con PBE, se 
resuspendieron en PBE y se procedió a la separación de la población LSK, mediante el equipo de 
citometría de flujo BD Influx (BD Bioscience) (Figura 7).  
 
Figura 7: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la separación celular. 
4.- Transducción de células LSK de ratones Fanca-/-. 
La transducción de células LSK se llevó a cabo empleando el sobrenadante del vector 
lentiviral (LV)-PGK-FANCA-wPREMUT diseñado para el protocolo clínico Fancolen, producido por 
la compañía Genethon (París, Francia), con un título de 2x108 UT/ml. 
Para realizar la transducción de las células LSK-Fanca-/-, éstas se resuspendieron a  una 
concentración de 2x106 cel/ml en medio StemSpan (StemCell Technologies) conteniendo las 
citoquinas mSCF (50 ng/ml), hTPO (20 ng/ml), hFlt3 (25 ng/ml), hIL-3 (10 ng/ml) e hIL-6 (25 
ng/ml) (Eurobiosciences, Alemania). Se dispensaron 40.000 células en cada pocillo de una placa 
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p96 de pocillos de fondo redondo y se añadió el sobrenadante lentiviral a una MOI 200. En 
todos los casos, la transducción de las células se llevó a cabo en placas tratadas previamente con 
Retronectina® (Takara) (2µg/cm2) durante 4h  a temperatura ambiente y las células fueron 
incubadas con el sobrenadante lentiviral a 37ºC durante toda la noche.  
Como control de transducción se utilizó el sobrenadante lentiviral del vector PGK-eGFP-wPREMUT 
producido previamente en el laboratorio aplicando las mismas condiciones de transducción que 
las utilizadas con el sobrenadante LV-PGK-FANCA-wPREMUT. Como control negativo se sometió a 
células LSK Fanca-/- a las mismas condiciones de cultivo que las células transducidas, 
sustituyendo el volumen del sobrenadante infectivo por medio StemSpan. 
Una vez finalizada la transducción, las células se lavaron, se contaron y se resuspendieron en 
PBS para su posterior infusión. 
5.- Caracterización de las células LSK de ratones Fanca-/-. 
5.1.- Análisis de ciclo celular. 
Se sacrificaron ratones Fanca-/- y FVB-WT, se extrajo su MO y se realizó una 
inmunoselección de células linaje negativo con el kit comercial  de depleción inmunomagnética 
Lineage cell depletion kit mouse (Miltenyi Biotec, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Un millón de células Lin- se resuspendieron en 1 ml de una solución de unión a 
Hoechst (HEPES 20mM, glucosa  5,5mM y 10% Hyclone) y se tiñeron para ADN y ARN utilizando 
Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) y Pironina Y (Sigma Aldrich) durante 45 min a 37ºC. 
Posteriormente fueron teñidas para el fenotipo LSK con los anticuerpos monoclonales de linaje 
hematopoyético conjugados con FITC, con el anticuerpo Sca-1 conjugado con el tándem APC-
cianina 7 (APC-Cy7) (Biolegend, EEUU) y el anticuerpo c-Kit conjugado con el tándem 
ficoeritrina-cianina 5 (PE-Cy5) (eBioscience, EEUU). Las células fueron analizadas por citometría 
de flujo utilizando el equipo BD Influx. Para el análisis de las distintas poblaciones del ciclo 
celular, se siguió la estrategia reflejada en la Figura 8. 














 Figura 8: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la selección de las poblaciones 
G0, G1 y S/G2/M. 
 
En otro grupo de experimentos, se evaluó el ciclo celular de células LSK Fanca-/- transducidas con 
el vector LV-PGK-FANCA-wPREMUT, de células LSK-Fanca-/- y de células LSK-WT.  Todas las células 
LSK fueron mantenidas en cultivo a 37ºC, 5% CO2 y 90% de humedad durante la noche. Al día 
siguiente, 20.000 células de cada tipo fueron resuspendidas en 1 ml de una solución de unión a 
Hoechst (HEPES 20mM, glucosa  5,5mM y 10% de suero) y teñidas para ADN y ARN siguiendo el 
mismo protocolo que con las células en fresco. 
5.2.- Análisis de progenitores hematopoyéticos. 
Se estudiaron los progenitores hematopoyéticos a largo plazo (LT del inglés long term), a 
corto plazo (ST del inglés short term) y los progenitores multipotentes (MPP del inglés 
multipotent progenitors). Para ello, se extrajeron fémures y tibias de ratones Fanca-/- y FVB-WT, 
se perfundieron y se marcaron 500.000 células de MO con anticuerpos monoclonales para el 
fenotipo LSK durante 20 min a 4ºC. Se utilizaron los anticuerpos monoclonales de linaje 
hematopoyético conjugados con biotina (BD Bioscience Pharmigen) y como anticuerpo 
secundario el anti biotina BV650 (Molecular Probes), el anticuerpo Sca-1 conjugado con APC-
Cy7, el anticuerpo c-Kit conjugado con PE-Cy7, el anticuerpo CD34 conjugado con FITC 
(eBioscience) y el anticuerpo Flk2 (CD135) conjugado con PE (BD Bioscience Pharmigen). Las 
células fueron analizadas por citometría de flujo utilizando el equipo BD Fortessa siguiendo la 
estrategia reflejada en la Figura 9 para el análisis de las distintas poblaciones.  
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Figura 9: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la selección de las poblaciones LT,  
ST y MPP. 
5.3.- Análisis de expresión de moléculas de adhesión y migración. 
Se estudió la expresión de las moléculas de adhesión (VCAM-1/VLA-4 e ICAM-1/LFA-1) y 
de migración (CXCR4) implicadas en el anidamiento de las células LSK en la MO. Para ello, se 
sacrificaron ratones Fanca-/- y ratones FVB-WT y se extrajo su MO. Se marcaron 500.000 células 
de cada tipo con anticuerpos monoclonales para el fenotipo LSK con los anticuerpos 
monoclonales de linaje hematopoyético conjugados con biotina y como anticuerpo secundario 
el anti biotina BV650, con el anticuerpo Sca-1 conjugado con el tándem  APC-Cy7  y el anticuerpo 
c-Kit conjugado con el tándem PE-Cy7  durante 20 min a 4ºC.  Además, se marcaron las células 
con los anticuerpos de adhesión y migración que se muestran en la Tabla 2. Las células fueron 
analizadas por citometría de flujo utilizando el equipo BD Fortessa. 
Molécula Anticuerpo Casa comercial 












CXCR4 CD184-PE eBioscience 
Tabla 2: Anticuerpos de adhesión y migración utilizados para valorar su expresión en células LSK y 
MO. 
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6.- Ensayos clonogénicos. 
Se cuantificaron los progenitores hematopoyéticos en función de su capacidad para 
formar colonias en metilcelulosa (Células Formadoras de Colonias, CFCs). Para ello, se 
sembraron 150 células LSK por ml de metilcelulosa (MethoCult GF M3534, StemCell 
Technologies Inc.) en placas de 35mm (Corning, EEUU). Las células se cultivaron a 37ºC al 5% de 
CO2 y 90% de humedad durante 7 días, tras los cuales se cuantificó el número total de colonias 
por microscopía óptica (Nikon, Alemania), considerando una colonia como una agrupación de 50 
células o más. Para calcular la eficacia de formación de CFCs, se dividió el número colonias 
obtenidas entre el número total de células sembradas. Los resultados se expresaron en forma de 
porcentaje. 
En los ensayos con células LSK Fanca-/- transducidas, los ensayos clonogénicos se realizaron en 
presencia o ausencia de MMC a distintas concertaciones (0, 3, 10, 30 y 100 nM) durante 7 días a 
37ºC, 5% de CO2 y 90% de humedad, tras los cuales se cuantificó el número total de colonias en 
cada concentración de mitomicina-C por microscopía óptica.  Como control negativo, se 
sembraron  células sin transducir en las mismas condiciones. 
7.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
Ratones receptores (B6D2F1, FVB-WT o Fanca-/-) fueron irradiados de forma 
submieloablativa el día -1 con diferentes intensidades de acondicionamiento (7 Gy, 5 Gy o 3 Gy) 
en un equipo de rayos-X MG324 (Philips, Hamburgo, Alemania), a 300kV y 10mA, con una dosis 
de 1,03 Gy/min. Los trasplantes se realizaron el día 0 con un número variable de células LSK 
procedentes de los ratones donantes (P3D2F1, FVB-WT o Fanca-/-). Junto con las células LSK, en 
algunos grupos se infundió un número variable de células Ad-MSCs en un volumen final de 
300µl. El efecto de la irradiación sobre la hematopoyesis de los receptores se verificó mediante 
grupos control que recibieron la irradiación pero no la infusión de progenitores 
hematopoyéticos 
7.1.- Trasplantes seriados de progenitores hematopoyéticos en ratones B6D2F1. 
Para comprobar la capacidad de repoblación de las células LSK infundidas en los 
receptores primarios B6D2F1, se llevaron a cabo trasplantes seriados. Los receptores primarios 
fueron irradiados con una dosis submieloblativa de 5 Gy el día -1 y trasplantados el día 0 con 















los receptores fueron sacrificados y se extrajo su MO. Los receptores secundarios B6D2F1 
fueron acondicionados con una dosis mieloablativa de 11 Gy (dividida en dos dosis de 5,5 y 5,5 
Gy separadas 24h) y trasplantados con  2x106  de células de la MO procedente de los receptores 
primarios que habían recibido LSK o LSK-Ad-MSCs. Doce semanas después del trasplante, los 
receptores secundarios B6D2F1 fueron sacrificados y se siguió el mismo protocolo que en los 
trasplantes secundarios para la realización de los trasplantes terciarios (Figura 10). 
 
Figura 10: Esquema del protocolo seguido para la realización de los trasplantes seriados.  
7.2.- Análisis de quimerismo por citometría de flujo en receptores B6D2F1. 
Para la evaluación del quimerismo, se extrajeron 200 µl de sangre de la vena lateral de la 
cola de los ratones en las semanas 4, 8, 12, 16 y 24 tras el trasplante. La sangre se mezcló con 20 
µl de anticoagulante EDTA (0,5M pH=8) en el momento de la extracción.  
El porcentaje de injerto hematopoyético de células de donantes P3D2F1 (CD45.1/CD45.2) en los 
receptores B6D2F1 (CD45.2) se evaluó mediante análisis por citometría de flujo de muestras de 
sangre periférica obtenidas tras el trasplante. Las muestras se marcaron con el anticuerpo 
CD45.2 conjugado con FITC y con el anticuerpo CD45.1 conjugado con PE (BD Bioscience 
Pharmigen). La viabilidad fue evaluada resuspendiendo las células en 10 µg/ml DAPI/PBA. El 
injerto hematopoyético se determinó por el porcentaje de células CD45.1/ CD45.2 frente a la 
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7.3.- Análisis del quimerismo por PCR cuantitativa (qPCR) en receptores                      
FVB-WT/Fanca-/-. 
La reconstitución hematopoyética  a partir de células del donante macho Fanca-/- o FVB-
WT en receptores hembra Fanca-/- o FVB-WT, se valoró por PCR cuantitativa (qPCR) en las 
semana 4,8 y 12 después del trasplante. A las 16 semanas se sacrificaron las receptoras y se 
extrajo la SP, MO, bazo y timo. Las muestras fueron lisadas y se extrajo el ADN genómico 
empleando el kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Alemania). Para conocer la 
concentración de ADN eluído, las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometría 
(NanoDrop®) y ajustadas a una concentración de 10ng/µl. 
Se añadieron 4 µl del ADN eluído sobre una mezcla de PCR Taqman (Universal PCR Master Mix, 
Roche) con cebadores (Grupo Taper, Alcobendas, España) y sonda (Sigma-Aldrich) específicos 
para las secuencias del gen masculino Sry y o para el gen de la β-actina de ratón (Tabla 3). Para 
extrapolar los valores se incluyeron varios puntos de una curva de ADN genómico de células de 
MO de ratones macho/hembra (desde 0% macho a 100% macho), extraída en las mismas 
condiciones que las muestras a analizar. La qPCR fue realizada en una máquina Rotor-Gene 6 
(Corbet, Australia). Para la amplificación se siguió un protocolo de 95ºC (10 min) seguido de 40 
ciclos de 95ºC (30 seg) y 58ºC (30 seg). 
Amplicón pb Cebadores/Sonda Fluoróforo S         5’→ 3’ 
Sry 140 
Cebador Sry Forward 
Cebador Sry Reverse 








Cebador βactina Forward 
Cebador βactina Reverse 







Tabla 3: Cebadores y sondas para el análisis de quimerismo por qPCR. 
 
El porcentaje de injerto de células del macho (donante) en la receptora hembra fue calculado en 
base al método Ct (141) (delta delta cycle threshold value), el cual proporciona un valor sobre 
la expresión del gen relativa y normalizada. Estos cálculos se realizan a través de la 
normalización del gen de interés con un gen de referencia endógeno, cuya expresión se 















Para la expresión del gen Sry, las muestras fueron normalizadas con los niveles de expresión del 
gen de referencia β-actina, lo que dio como resultado el valor Ct.  
Ct = Ct β-actina – Ct Sry 
Este valor fue exponencialmente transformado (2Ct)  y extrapolado a una ecuación de la recta 
obtenida de los datos de la curva de ADN genómico. Como resultado se obtuvo el porcentaje de 
células de macho presentes en la receptora hembra y por tanto el porcentaje de injerto.  
7.4.- Evaluación del número de copias del vector en ratones Fanca-/-. 
El número de copias del vector (VCN del inglés vector copy number) indica el número de 
copias provirales integradas por cada célula transducida. Este parámetro se valoró tanto en las 
colonias resultantes de los ensayos clonogénicos de supervivencia de MMC de células Fanca-/- 
transducidas con el vector LV-PGK-FANCA-wPREMUT, como en los órganos (SP, MO, Bazo y Timo) 
de los ratones receptores de estas células transducidas. 
Para la obtención del ADN genómico se utilizaron las colonias  procedentes de los ensayos 
clonogénico, a las que se añadió 20 µl/muestra de una solución de lisis (Tris HCl 0,3 mM, CaCl2 
0,6 mM, 1,5% Glicerol, 0.675% Tween20 y Proteinasa K 0,3 µg/µl). Las muestras se incubaron 
durante 30 min a 65ºC, 10 min a 90ºC y 10 min a 4ºC. Por otro lado, para la obtención del ADN 
genómico de los órganos analizados se utilizó el kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey- 
Nagel). 
El genoma proviral y el genoma celular fueron amplificados y cuantificados por qPCR con una 
mezcla de PCR TaqMAN con cebadores (Grupo Taper) y sondas (Sigma-Aldrich) específicos para 
los genes Psi y Titina (Tabla 4). La secuencia empaquetadora Psi fue utilizada para cuantificar el 
genoma viral mientras que el gen Titina fue utilizado para cuantificar el genoma del ratón en las 
células transducidas. 
La qPCR fue realizada en una máquina Rotor-Gene 6 (Corbet, Australia). Para la amplificación se 


















Amplicón pb Cebadores/Sonda Fluoróforo S         5’→3’ 
Psi 130 
Cebador Psi F 
Cebador Psi R 








Cebador Titina F 








Tabla 4: Cebadores y sondas para el análisis de VCN por qPCR.  
 
Para la cuantificación del genoma viral y celular se interpoló el valor Ct de las muestras en una 
ecuación de la recta resultante de los valores Ct obtenidos de una curva con diluciones 1:10 de 
un plásmido (pRRL.PGK.eGFP/Titina), que contiene un número conocido de copias de ambas 
secuencias. El número de células correspondiente al número de copias de Titina calculado se 
determinó asumiendo que cada célula contiene dos copias de Titina. Finalmente el VCN se 
calculó siguiendo la siguiente fórmula: 
  
8.- Ensayos de biodistribución. 
Células LSK P3D2F1, FVB-WT o Fanca-/- fueron teñidas con el colorante vital DiD 
(Molecular Probes, EEUU) y las Ad-MSCs B6D2F1 con el colorante vital CFSE (del inglés 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Life Technologies, EEUU) siguiendo el protocolo 
proporcionado por el fabricante.  Tras la tinción, 10.000 LSK  fueron infundidas con o sin 6x105 
Ad-MSCs por vía intravenosa en receptores B6D2F1 o Fanca-/- irradiados con una dosis 
submieloablativa de radiación de 5 Gy.  
A las 2h, 4h y 24h tras el trasplante, los ratones fueron sacrificados y se les extrajo los pulmones, 
bazo, fémur, tibia y sangre total por punción intracardiaca para analizar por citometría de flujo 
el porcentaje de células LSK-DID+ presentes en los órganos. Para ello, los pulmones y los bazos 
fueron disgregados y lisados con la solución tampón comercial Red Blood Cell Lysing Buffer 
(Sigma). La MO se obtuvo por perfusión las 2 tibias y los 2 fémures y se lisó la solución celular 
𝑉𝐶𝑁 =
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠
 


















con una solución de lisis de ClNH4 (0,155 mM ClNH4, 0,01 mM KHCO3, 10
-4 mM EDTA) durante 5 
min a temperatura ambiente y en oscuridad. La sangre periférica fue lisada 2 veces durante 10 
min a temperatura ambiente y oscuridad con la misma solución de lisis que la MO. Las células 
fueron resuspendidas en 300 µl de una solución PBE/DAPI (1:1000)  y posteriormente, las 
muestras fueron valoradas por citometría de flujo en un citómetro Fortessa (BD). La eficiencia 
de homing de las células fue expresado como el porcentaje de células DiD+ dividido entre el 
número total de células LSK-Ad-MSCs infundidas. En los análisis en la MO, se asumió que ambos 
fémures y tibias representan el 25% de la celularidad total de la MO (21). 
9.- Ensayos de interacción LSK-Ad-MSCs in vitro. 
Se tiñeron 1.500 células LSK P3D2F1 con el colorante vital DID y 600.000 Ad-MSCs 
B6D2F1 fueron teñidas con CFSE siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Las 
células fueron incubadas juntas en un volumen final de 300 µl durante 10 minutos y se valoró 
por citometría de flujo la presencia de dobletes DID+CFSE+, correspondiente a la población LSK-
Ad-MSCs con el equipo BDFortessa (Figura 11). 
 
Figura 11: Esquema del protocolo seguido para el análisis de interacción LSK-Ad-MSC. 
 
En otros experimentos, 1.500 células LSK fueron teñidas con el anticuerpo monoclonal Sca-1-PE 
(BD Bioscience Pharmigen) y 600.000 Ad-MSC fueron teñidas con el anticuerpo monoclonal 
CD29-FITC (BD Bioscience Pharmigen) durante 20 min a 4ºC. Posteriormente se lavaron las 
células con PBE y se incubaron juntas durante 10 min. La solución celular fue analizada usando 
un citómetro ImageStream100 (Amnis Corp, USA) y se tomaron imágenes de las células 
utilizando una cámara digital de 6 canales. Cada imagen se descompuso en 6 sub-imágenes, 
































10.- Análisis estadístico. 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software Graph Pad Prism 5.0 (Graph 
Pad Software, CA, EEUU). Los datos descriptivos se presentan como media ± desviación estándar 
(SD) en los ensayos in vitro y como la media más menos el error estándar de la media (SEM) en 
los ensayos in vivo.  
Se comprobó la distribución Gaussiana de las muestras a través del test de normalidad 
Kolmogorov-Smirnov. En los casos en los que las muestras no demostraron una distribución 
normal, las comparaciones entre las diferentes condiciones se realizaron utilizando un análisis 
de Kruskal-Wallis con un test post-hoc de Dunn y un análisis ANOVA con un test post-hoc de 
Tukey en los casos en los que las muestras demostraron normalidad. En las muestras en las que 
no fue posible la realización de un análisis ANOVA al haber sólo dos grupos que comparar, se 
realizó un t test para muestras pareadas de dos colas cuando se demostró una distribución 
normal de las muestras y un test de Mann-Whitney en las muestras que no demostraron una 






















1.- Caracterización de las células mesenquimales. 
Las MSCs derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) de ratones B6D2F1 y de ratones FVB se 
obtuvieron y se expandieron según lo descrito en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos. Las 
Ad-MSCs crecieron en adherencia y presentaron el aspecto fibroblastoide característico, como 
puede observarse en la Figura 12 A. Según las recomendaciones de la ISCT, para su identificación 
se valoró la capacidad de diferenciación a tejido óseo y adiposo y se realizó un análisis del 
inmunofenotipo. 
1.1.- Capacidad de diferenciación de las Ad-MSCs. 
Se comprobó que las Ad-MSCs de ratón presentaban capacidad de diferenciación a 
tejido óseo valorada por la presencia de fosfatasa alcalina teñida con Fast BCP/NBT (Figura 12 B) 
y a tejido adiposo, evidenciado por la presencia de gotas lipídicas teñidas por Oil Red O (Figura 
12 C). 
 
Figura 12: Morfología y diferenciación de las Ad-MSCs. (A) Morfología fibroblastoide. (B) 
Diferenciación a tejido óseo (depósitos de fosfatasa alcalina). (C) Diferenciación a tejido adiposo 
(gotas lipídicas teñidas con Oil Red). 
1.2.- Inmunofenotipo de las Ad-MSCs. 
Las MSCs no tienen un marcador específico, por lo que la caracterización 
inmunofenotípica de las Ad-MSCs de los ratones B6D2F1 y FVB se realizó utilizando un amplio 
panel de marcadores de superficie.  El análisis por citometría de flujo mostró que tanto las MSCs 
derivadas del tejido adiposo de ratones B6D2F1 (Figura 13 A) como de ratones FVB (Figura 13 B) 
eran positivas para los marcadores de superficie CD29, CD44, CD73, CD90.2, CD105, CD106, 
CD144 y CD166 y negativas para los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y CD80.  
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La expresión del marcador Sca-1 fue variable, mostrando una baja expresión en las Ad-MSCs de 
ratones B6D2F1 y de alrededor del 41% en las Ad-MSCs de ratones FVB. 
Figura 13: Inmunofenotipo de las MSCs de ratón derivadas de tejido adiposo. (A) Ad-MSCs de 
ratones B6D2F1. (B) Ad-MSCs de ratones FVB. 
2.- Desarrollo de un modelo de trasplante congénico en receptores 
B6D2F1. 
2.1.- Obtención y caracterización de progenitores hematopoyéticos. 
2.1.1- Purificación de células Linaje-, Sca-1+, c-Kit+ (células LSK). 
Los progenitores hematopoyéticos de ratón presentan un inmunofenotipo linaje negativo, Sca-1 
positivo y c-Kit positivo (LSK). Para obtener células LSK de donantes P3D2F1, las células de MO 
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales, analizadas y purificadas mediante selección por 
citometría de flujo, como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Los análisis 

























































4,84 ± 1,95% eran Sca-1+ c-Kit+ (Figura 14 A), representando las células LSK de media el 0,41 ± 
0,16% del total de las células de la médula ósea. 
Tras la selección de las células LSK por citometría de flujo, la pureza de las células Lin- fue del 
90,12 ± 8,57% y del 94,34 ± 5,14% en las células Sca-1+ c-Kit + (Figura 14 B), obteniendo una 
pureza final en las células LSK del 85,15 ± 10,31% de media. 
 
Figura 14: Análisis por citometría de flujo de la población LSK. (A) Análisis representativo de la 
selección por citometría de flujo de las poblaciones Lin
-
 y  LSK en la MO de donantes P3D2F1.  (B) 
Análisis representativo de la pureza de las poblaciones de Lin
-
 y LSK. 
2.1.2.- Potencial clonogénico de las células LSK. 
Para comprobar la capacidad clonogénica de las células LSK de donantes P3D2F1 tras su 
purificación, se realizaron ensayos de formación de colonias en metilcelulosa y se cuantificaron a 
los 7 días (Figura 15). Se obtuvo una media de 47,44 ± 14,38 colonias por cada 150 células LSK 









































2.2.- Modelo de trasplante congénico en receptores B6D2F1. 
2.2.1.- Efecto de la dosis de radiación sobre el injerto de células LSK. 
 En primer lugar, se identificó la dosis óptima de radiación submieloablativa que 
favoreciera un injerto limitado de una dosis baja de células LSK, en un contexto congénico. Para 
ello, receptores B6D2F1 fueron acondicionados con tres dosis de radiación: 3 Gy, 5 Gy o 7 Gy. 
Un día después de la radiación, los receptores B6D2F1 fueron trasplantados con 1.500 células 
LSK de donantes P3D2F1, descritas en la bibliografía como un número limitante de CMHs en 
ratones acondicionados de forma mieloablativa (104). En las semanas 4, 8 y 12 después del 
trasplante, la sangre periférica de los receptores fue analizada por citometría de flujo para 
conocer los niveles de quimerismo del donante frente a la hematopoyesis residual endógena del 
receptor. Para ello, se determinó el porcentaje de células del donante que expresaban el 
marcador panleucocitario CD45.1+/CD45.2+ frente a la hematopoyesis endógena del receptor 
que sólo expresaba el marcador CD45.2 (Figura 16 A).  
 
Figura 16: Análisis del quimerismo por citometría de flujo del donante P3D2F1 en receptores 
B6D2F1 acondicionados con una dosis decreciente de radiación. (A) Modelo experimental del 
trasplante congénico de células LSK. Niveles de injerto hematopoyético del donante en 
































































Los análisis en sangre periférica mostraron que los receptores irradiados con 7 Gy tenían un 
porcentaje de injerto del donante del 55,14 ± 7,06% en la semana 4 después del trasplante y que 
éste aumentaba significativamente hasta el 83,41 ± 4,15% en la semana 8 y hasta un 78,65 ± 
8,96% en la semana 12 (Figura 16 B).  
Por otro lado, el grupo de ratones acondicionados con 5 Gy de radiación mostró un injerto del 
20,78 ± 3,31% en la semana 4 después del trasplante, el cual se mantenía estable, mostrando un 
quimerismo del 24,39 ± 3,68% en la semana 12 (Figura 16 C).  
Sin embargo, los ratones acondicionados con 3 Gy mostraron injertos muy bajos, llegando a 
tener un porcentaje máximo de quimerismo del 4,72 ± 2,04% en la semana 12 después del 
trasplante (Figura 16 D).   
Los resultados obtenidos indicaban que la dosis de radiación de 5 Gy constituía una dosis 
submieloablativa de acondicionamiento idónea para un modelo de trasplante congénico en el 
que obtener un injerto hematopoyético bajo pero detectable. 
2.2.2- Efecto de la dosis de células LSK sobre el injerto hematopoyético. 
 A continuación se quiso confirmar si 1.500 células LSK era el mínimo número de 
progenitores hematopoyéticos con los que se obtenían niveles de injerto bajos y detectable en 
trasplantes congénicos con acondicionamiento submieloablativo. Para ello se realizaron 
trasplantes con cantidades decrecientes de LSK en receptoras B6D2F1 acondicionadas con 5 Gy. 
Así, los receptores fueron trasplantados con 1.500, 1.000, 500 y 100 células LSK de donantes 
P3D2F1, siguiendo el esquema descrito en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Se estudió el 
nivel de quimerismo por citometría de flujo en las semanas 4, 8 y 12 después del trasplante.  
 
 
















Figura 17: Análisis del quimerismo por citometría de flujo en receptores B6D2F1 trasplantados 
con números decrecientes de células LSK de donantes P3D2F1 en la semana 12 después del 
trasplante. 
 
Todos los receptores trasplantados con 1.500 células LSK mantuvieron el injerto con un 
quimerismo moderado del 22,78 ± 2,44% en la semana 12 después del trasplante (Figura 17). La 
infusión de 1.000 células LSK o cantidades inferiores mostraron niveles de quimerismo 
significativamente inferiores y en todos los grupos se detectaron fallos de injerto en algunos de 
los ratones trasplantados. 
En vista de los resultados obtenidos, se decidió utilizar una dosis de radiación submieloablativa 
de 5 Gy y una dosis de 1500 células LSK, en el modelo de trasplante congénico. 
3.-Efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes 
congénicos de receptores B6D2F1 con acondicionamiento 
submieloablativo. 
Una vez establecido el modelo de trasplante congénico, estudiamos si la infusión de Ad-
MSCs tendría algún impacto sobre el injerto de este número limitado de LSK del donante.  

































3.1. Las Ad-MSCs mejoran el injerto de células LSK en receptores congénicos. 
3.1.1.- Impacto de las Ad-MSC sobre el injerto hematopoyético en receptores con 
acondicionamiento submieloablativo. 
Receptores B6D2F1 irradiados con dosis de radiación de 7 Gy, 5 Gy o 3 Gy fueron 
trasplantados con 1.500 células LSK de donantes P3D2F1, con o sin 106 Ad-MSCs B6D2F1, ambos 
tipos celulares co-infundidos por vía intravenosa (Figura 18 A). En las semanas 4, 8 y 12 después 
del trasplante se analizó el nivel de quimerismo en SP por citometría de flujo.  
 
Figura 18: Efecto de las Ad-MSCs sobre el quimerismo en receptores B6D2F1 con 
acondicionamiento submieloablativo (A) Modelo experimental de trasplante congénico de 1.500 
células LSK P3D2F1 con o sin la co-infusión de Ad-MSCs. Niveles de injerto hematopoyético en 
receptores B6D2F1 acondicionados con (B) 7 Gy, (C) 5 Gy o (D) 3 Gy. 
 
Así, 4 semanas después del trasplante el injerto fue del 42,70 ± 3,92% en los receptores 
trasplantados con células LSK y co-infundidos con 106 Ad-MSCs, comparado con 18,87 ± 1,14% 
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al 25,24 ± 1,79% a las 8 semanas y hasta el 51,88 ± 3,62% frente al 25,13 ± 0,87% a las 12 
semanas después del trasplante (Figura 18 C). Es decir que, el análisis del quimerismo por 
citometría de flujo de los receptores acondicionados con 5 Gy mostró que la co-infusión de Ad-
MSCs junto con 1.500 células LSK mejoró de forma muy significativa el injerto hematopoyético 
del donante durante las 12 semanas de seguimiento. 
Sin embargo, en los ratones acondicionados con 7 Gy, la co-infusión de Ad-MSCs no varió de 
forma significativa el injerto hematopoyético, observándose niveles de quimerismo muy 
elevados a todos los tiempos analizados, con injertos del 85,13 ± 4,71% en el grupo co-infundido 
con Ad-MSC frente al 78,65 ± 8,96% del grupo que sólo recibió LSK en la semana 12 después del 
trasplante (Figura 18 B).  
Tampoco se detectaron diferencias significativas en los injertos de receptores acondicionados 
con la dosis más baja de 3 Gy, en los que la infusión de Ad-MSCs no mejoró el bajo injerto 
detectado a todos los tiempos post-trasplante, llegándose a un máximo del  6,77 ± 1,17% a las 
12 semanas con la co-infusión de Ad-MSCs frente al 4,72 ± 2,04 % sin Ad-MSCs (Figura 18 D).  
Estos resultados indicaban que la co-infusión de Ad-MSCs mejoraban significativamente el 
injerto de un número limitado de células LSK congénicas en receptores acondicionados con una 
dosis submieloablativa de radiación de 5 Gy.  
3.1.2- Efecto de la dosis de Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético.  
Para conocer si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto de células LSK era 
dependiente de la dosis de Ad-MSCs, se realizaron trasplantes infundiendo 1.500 células LSK 
junto con un número creciente de Ad-MSCs (de 2x105 hasta 106) en receptores B6D2F1 
acondicionados con 5 Gy. Se analizó la SP por citometría de flujo en las semanas 4, 8 y 12 
después del trasplante. 
El análisis del quimerismo realizado en la semana 4 después del trasplante detectó que la dosis 
mínima de Ad-MSCs que causaban un efecto beneficioso significativo sobre el injerto de células 
del donante, era de 400.000 Ad-MSCs, no observándose ningún efecto sobre el quimerismo 
hematopoyético con las dosis inferiores. Esta mejora aumentaba hasta 2,34 ± 0,18 veces al 
incrementar la dosis de Ad-MSCs (600.000-106) comparada con el grupo control que sólo recibió 
células LSK (Figura 19 A). 
En la semana 8, la dosis mínima de Ad-MSCs con la que se detectaba un aumento significativo de 









infundir al menos 106 Ad-MSCs para observar una diferencias en la mejora de 2,15 ± 0,25 veces 
(Figura 19 A y C).  
 
 
Figura 19: Análisis del quimerismo por citometría de flujo en receptores B6D2F1 trasplantadas 
con 1.500 células LSK de donantes P3D2F1 y un número creciente de Ad-MSCs. (A) Niveles de 
injerto hematopoyético del donante en la SP de receptores irradiados con 5 Gy, representado en 
veces de incremento. Evolución del injerto hematopoyético en los receptores co-trasplantados 
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Estos datos indicaban un claro efecto sobre el injerto hematopoyético  dependiente de la dosis 
de Ad-MSCs. De estos experimentos,  dosis relativamente bajas de Ad-MSCs (400.000 o 600.000) 
aceleran el injerto de las LSK trasplantadas a tiempos tempranos después del trasplante, 
mientras que se necesitan cantidades más elevadas (106) para mantener una mejora prolongada 
del injerto después del trasplante.  
3.1.3.- Efecto de la co-infusión de células LSK y Ad-MSCs sobre el injerto de progenitores 
de repoblación hematológica a largo plazo. 
Para determinar si el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético era solo a 
corto plazo o también sobre las CMH con capacidad de repoblación hematológica a largo plazo, 
se realizaron trasplantes hematopoyéticos seriados.  
Al igual que en los experimentos anteriores, los receptores irradiados con una dosis 
submieloablativa de 5 Gy fueron trasplantados con 1.500 LSK con o sin la co-infusión de 600.000 
Ad-MSCs. Al igual que se observó en los resultados anteriores, la co-infusión intravenosa de 
células LSK con Ad-MSCs mejoró significativamente el porcentaje de injerto del donante en los 
receptores primarios (Figura 20 A). A pesar de que esta mejora no fue significativa a partir de la 
semana 12 después del trasplante, los injertos del grupo LSK+Ad-MSCs siempre fueron 
superiores a los del grupo que sólo recibió LSK (55,35 ± 5,73% vs 43,27 ± 8,82%, 
respectivamente, en la semana 24 después del trasplante).  
Después de seis meses, los receptores primarios fueron sacrificados y se obtuvo la MO de ambos 
grupos de estudio. El porcentaje de injerto de los donantes en el pool de MO de los respectivos 
grupos de estudio fue superior en los receptores co-infundidos con Ad-MSCs, siendo del 40%, 
frente al 26,5% en el grupo sin Ad-MSCs (Figura 20 B).  
Las células de MO fueron trasplantadas en receptores secundarios acondicionados con una dosis 
de radiación mieloablativa de 5,5 + 5,5 Gy. El injerto de los donantes, analizado en la SP, fue 
significativamente mayor (p<0,001 a 4 semanas y p<0,01 a 8 semanas) en aquellos grupos 
trasplantados con la MO del grupo primario LSK+Ad-MSCs (Figura 20 A). De forma similar, los 
receptores secundarios fueron sacrificados a las 12 semanas después del trasplante y su MO 
mostró un quimerismo superior en el grupo que había recibido células LSK+Ad-MSCs (21,2%) 
frente al que sólo había recibido células LSK (14,3%) (Figura 20 C).  
También en la SP de los receptores terciarios, el injertos del donante fue significativamente 
mayor en los receptores trasplantados con MO del grupo LSK+Ad-MSCs (p<0,05 en las semanas 











Figura 20: Efecto de las Ad-MSCs sobre el quimerismo a largo plazo en receptores B6D2F1. (A) 
Análisis del injerto hematopoyético del donante P3D2F1 en SP por citometría de flujo en 
receptores primarios, secundario y terciarios. (B) Niveles de injerto del donante en la MO de 
receptores primarios a las 24 semanas después del trasplante. (C) Niveles de injerto en la MO de 
receptores secundarios a las 12 semanas después del trasplante. 
 
Estos resultados indicaban que la co-infusión de Ad-MSCs no sólo aumentaba el injerto de 
células LSK responsables de la reconstitución hematológica a corto plazo, sino que también 
aumentaba la cantidad de progenitores hematopoyéticos injertados responsables del 

































Semanas después del trasplante





































3.2.- El homing de las células LSK en la médula ósea aumenta con su co-infusión con 
Ad-MSCs. 
 Con el fin de conocer si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético era debido al  homing  de un número mayor de las células LSK hacia la MO de 
los receptores, se infundieron por vía intravenosa 10.000 células LSK teñidas con el colorante 
vital DID, con o sin 600.000 Ad-MSCs. A las 2, 4 y 24 horas tras el trasplante, los receptores 
fueron sacrificados y se valoró por citometría de flujo la presencia de células LSK-DID+ en la MO, 
sangre periférica, bazo y pulmones de los ratones.  
El análisis de la MO a las 2, 4 y 24 horas después del trasplante (Figura 21 A) mostró que los 
receptores que habían sido co-infundidos con las Ad-MSCs presentaban un porcentaje de células 
LSK DID+ significativamente mayor (p-valor < 0,05) en la MO (8,42 ± 3,32%, 11,72 ± 0,93% y  4,52 
± 1,27% respectivamente)  que aquellos que sólo habían sido trasplantados con células LSK (1,78 
± 0,34%, 2,55 ± 1,44% y 1,57 ± 0,45%, respectivamente).  
El análisis de la SP  y del bazo no mostró diferencias significativas en la detección de células  LSK 
DID+ entre los dos grupos de estudio. Así, en la sangre periférica se detectó un porcentaje 
máximo de células LSK DID+ del 3,37 ± 1,16% en el grupo LSK y del 2,28 ± 1,37% en el grupo 
LSK+Ad-MSCs (Figura 21 B). En bazo el mayor porcentaje de células LSK detectado fue del 8,67 ± 
3,38% en el grupo LSK y del 12,32 ± 2,85% en el grupo LSK+Ad-MSCs (Figura 21 C).  
En los pulmones, se apreció un aumento en el número de células LSK 24 horas después del 
trasplante en los receptores co-trasplantados con Ad-MSCs (18,49 ± 6,55%), comparado con las 










Figura 21: Análisis de biodistribución de células LSK-DID
+
 por citometría de flujo. Porcentaje de 
células LSK DID
+ 
en (A) la MO, (B) la SP, (C) el bazo y (D) los pulmones. 
 
Estos resultados sugieren que el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético, asociado a una reconstitución acelerada y sostenida en los receptores 
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3.3.- La co-infusión simultánea de las Ad-MSCs junto con las células LSK es 
imprescindible para la mejora del injerto hematopoyético. 
Los siguientes experimentos fueron diseñados con el objeto de profundizar en los 
posibles mecanismos implicados en el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético. 
3.3.1.- Consecuencias del fraccionamiento de la dosis de Ad-MSCs en el injerto 
hematopoyético.  
Se investigó si era necesario infundir la dosis completa de Ad-MSCs junto con las células 
LSK por vía intravenosa, o bien si ésta podía fraccionarse, lo que permitiría disminuir el número 
de Ad-MSCs co-administradas en cada infusión. Así, como grupo control se infundieron 1.500 
células LSK con o sin una dosis completa de 400.000, 600.000 o 106 Ad-MSCs infundidas el 
mismo día del trasplante. Los receptores de los otros tres grupos de estudio fueron 
trasplantados con 1.500 células LSK en el día 0 y las mismas cantidades de Ad-MSCs pero 
fraccionadas en 2 o 3 dosis, que fueron infundidas el día anterior, el mismo día junto con las 
células LSK y el día posterior al trasplante de las células LSK, como se detalla en la Figura 22 A. 
Al igual que en los experimentos anteriores, la co-infusión intravenosa de células LSK y 600.000 
o 106 Ad-MSCs mejoró significativamente los porcentajes de injerto analizado en la sangre 
periférica de los receptores B6D2F1. Sin embargo, la administración fraccionada de Ad-MSCs no 
tuvo ningún impacto en el injerto hematopoyético en ninguno de los grupos estudiados (Figura 










Figura 22: Impacto del fraccionamiento de la dosis de Ad-MSCs en la mejora del injerto 
hematopoyético en receptores B6D2F1. (A) Esquema del protocolo experimental y pautas de 
administración de las Ad-MSCs infundidas por vía intravenosa (B) Niveles del injerto del donante 
en la sangre periférica de receptores por citometría de flujo, representado por veces de 
incremento. 
 
Estos resultados indicaban que el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético se producía sólo cuando ambos tipos celulares eran infundidos 
simultáneamente con una dosis completa de Ad-MSCs (600.000 o 106 Ad-MSCs). 
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3.3.2.- Efecto de la ruta de administración de las Ad-MSCs y las células LSK. 
Se investigó si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto se mantenía si las 
LSKs eran infundidas con las Ad-MSCs el día 0, pero a través de diferentes rutas de 
administración.  
En estos  experimentos, distintos grupos de receptores fueron co-trasplantadas con 1.500 
células LSK por vía intravenosa (IV) y con 106 o 2x106 Ad-MSCs por vía intraperitoneal (IP). Como  
grupo control, los receptores fueron trasplantados por vía intravenosa con 1.500 células LSK 
junto con 106 Ad-MSCs. 
Al igual que en los experimentos anteriores, la co-infusión intravenosa de células LSK y Ad-MSCs 
mejoró significativamente el porcentaje de injerto de los donantes P3D2F1 en los receptores 
B6D2F1 (Figura 23). En cambio, cuando las Ad-MSCs fueron inyectadas por vía IP, no se 
observaron diferencias significativas en los niveles de quimerismo entre los distintos grupos de 
receptores, ni tan siquiera cuando se duplicó la dosis de Ad-MSC inyectada (Figura 23).  
  
 
Figura 23: Impacto de la ruta de administración de las Ad-MSCs en el injerto hematopoyético. 
Niveles de injerto del donante en receptores B6D2F1 co-trasplantadas con Ad-MSCs por vía 
intravenosa (IV) o por vía intraperitoneal (IP), representado en veces de incremento. 











































Estos resultados mostraban que la co-infusión simultánea y por vía intravenosa de las células 
LSK junto con las Ad-MSCs era necesaria para observar el efecto beneficioso de las Ad-MSCs 
sobre el injerto hematopoyético del donante.  
3.4.- Las células LSK interaccionan de forma directa con las Ad-MSCs. 
Los resultados anteriores sugerían que el contacto directo entre ambas poblaciones 
celulares jugaba un papel importante en el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético. Para profundizar en esta hipótesis, estudiamos in vitro la interacción directa 
entre las células LSK y las Ad-MSCs, en las mismas condiciones que las co-infundidas en los 
experimentos in vivo. Para ello, se incubaron 1.500 células LSK-DID+ junto con  600.000 Ad-
MSCs-CFSE+ durante 10 minutos y se valoró por citometría de flujo la asociación de células doble 
positivas DID+/CFSE+, que se llamaron dobletes. 
Los análisis mostraron que el 83,69 ± 2,48% de la población DID+ (células LSK) formaba dobletes 
DID+/CFSE+, lo que demostraba una interacción muy marcada entre  las células LSK y las Ad-MSCs 
CFSE+ (Figura 24 A y B). 
Para confirmar esta interacción directa entre ambos tipos celulares se diseñó un segundo 
experimento, en el que 1.500 células LSK marcadas con Sca-1-PE y 600.000 Ad-MSCs marcadas 
con CD29-FITC fueron incubadas durante 10 min y analizadas con el citómetro de flujo 
ImageStream100, que permitía obtener fotografías de las células analizadas. Como se puede ver 
en la Figura 24 C, las fotografías mostraban una interacción directa entre células LSK y Ad-MSCs, 
que formaban dobletes perfectamente detectables. 
Estas observaciones sugerían que las Ad-MSCs podrían actuar in vivo como transportadores de 
las células LSK, facilitando la migración y el homing de las mismas al nicho hematopoyético de la 
médula ósea durante las fases tempranas del trasplante y así facilitar su injerto.  
 
















Figura 24: Análisis de la interacción in vitro de células LSK y Ad-MSCs. (A) Análisis representativo 













. (C) Imágenes de las células LSK-
PE
+
 y Ad-MSC-FITC+ analizadas con el citómetro de flujo ImageStream100. En las imágenes se 
muestra el tamaño de las células en azul, las Ad-MSC-FITC en verde, las células LSK-PE en naranja 
y la unión de las imágenes con señal PE/FITC (Merged). La última columna (BF) representa las 















































4.- Efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes 
singénicos con alto riesgo de fallo de injerto.  
Una vez comprobado el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto de un 
número limitado de células LSK en un modelo de trasplante congénico de ratones 
acondicionados con una dosis submieloablativa de radiación, se quiso estudiar si las Ad-MSCs 
mejoraban el injerto hematopoyético en un modelo con alto riesgo de fallo de injerto e impacto 
a nivel clínico, como puede ser la Anemia de Fanconi. Para ello, los siguientes experimentos se 
llevaron a cabo en el modelo de ratón deficiente en el gen Fanca (Fanca-/-). 
4.1.-Purificación y caracterización de células LSK  Fanca-/-.  
Como primer paso, se realizó una caracterización fenotípica y funcional de las células 
LSK deficientes en el gen Fanca (Fanca-/-) comparada con la de células LSK WT del mismo fondo 
genético (FVB). 
4.1.1.- Purificación de células LSK Fanca-/- y WT. 
Para obtener células LSK de donantes Fanca-/- o WT (control sano), se marcaron células de la 
MO con anticuerpos monoclonales, se analizaron y se purificaron mediante citometría de flujo, 
como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. El análisis de las células de MO Fanca-
/- mostró que una media del 6,77 ± 2,20%  de las células eran linaje negativo, de las cuales un 
6,44 ± 2,74% eran Sca-1+, c-Kit+ (Figura 25 A), representando las células LSK Fanca-/- el 0,40 ± 
0,12% de las células de la MO total. Tras la selección de la fracción celular LSK, la pureza de 
células Lin- fue del 93,64 ± 4,30% y la de células Sca-1+ c-Kit+ del 94,46 ± 4,39%. En conjunto, las 
células LSK Fanca-/- obtenidas tenían una pureza del 88,48 ± 6,18% de media (Figura 25 B). 
Por otro lado, las células de MO de donantes control WT analizadas por citometría de flujo 
mostraron que el 11,27 ± 5,12% de las células eran Lin-, de las cuales 6,05 ± 3,32% eran células 
Sca-1+ c-Kit+. Por tanto, las células LSK WT representaban un 0,59 ± 0,28% de la celularidad total 
de la MO (Figura 25 C). Tras la selección de la fracción celular LSK, la pureza celular fue del 90,27 
± 12,20% en las células Lin- y del 93,41 ± 8,95% en las células Sca-1+ c-Kit+, siendo la pureza final 
en las células LSK WT del 85,14 ± 17,11% (Figura 25 D). 
 
















Figura 25: Análisis por citometría de flujo de la población de células LSK Fanca
-/-
 y WT. (A) 
Análisis representativo de la selección de las poblaciones Lin
-
 y  LSK en la MO de ratones      
Fanca
-/-
. (B) Análisis representativo de la pureza de las poblaciones Lin
-
 y  LSK Fanca
-/- 
obtenidas 
tras la inmunoselección. (C) Análisis representativos de la selección de las poblaciones Lin
-
 y LSK 
en la MO de ratones WT. (D) Análisis representativos de la pureza de las poblaciones Lin
-
 y LSK 
WT obtenidos tras la inmunoselección. 
 
La comparación de las población LSK de ratones Fanca-/- y WT mostró una disminución 
significativa del porcentaje de células LSK en los ratones Fanca-/- (Figura 26 A), debido a un 
porcentaje significativamente menor de células Lin- (Figura 26 B). Dentro de la población Lin-, la 
proporción de células Sca-1+ c-Kit+ era similar en ambos tipos celulares (Figura 26 C). 
 
Figura 26: Comparación del contenido de células LSK en ratones Fanca
-/-
 y WT. (A) Porcentaje de 
células LSK de ratones Fanca
-/-









 en ratones Fanca
-/-


























































































































4.1.2.- Capacidad clonogénica de células LSK de donantes Fanca-/- y WT.  
 Para valorar la capacidad clonogénica de las células LSK de ratones Fanca-/- y WT, se 
sembraron 150 células LSK para generar colonias CFC. Al observar las colonias por microscopía 
óptica, se apreciaban en las placas de células LSK-Fanca-/- , colonias que tendían  a ser menos 
compactas que las formadas por células LSK-WT (Figura 27 A-B).  
La cuantificación de las colonias mostró que por cada 150 células LSK-WT se generaban 30 ± 
12,97 colonias y con LSK-Fanca-/-se generaban  25,33 ± 15,13. Es decir que la eficacia de 
formación de colonias de las células LSK fue similar entre ambos tipos celulares, representando 




Figura 27: Capacidad clonogénica y sensibilidad a MMC de células LSK de ratones Fanca
-/-
  y 
WT. Imágenes representativos de colonias formadas a partir de (A) células LSK-Fanca
-/-
 y (B) 
células LSK-WT. (C) Comparación de la eficacia de formación de colonias de células LSK-Fanca
-/-
 y 
células LSK-WT. (D) Curva de supervivencia a distintas concentraciones de MMC de células LSK-
Fanca
-/-






































































Para confirmar la sensibilidad a MMC de las células LSK-Fanca-/-, se sembraron en metilcelulosa 
150 células LSK-Fanca-/- o células LSK-WT con cantidades de MMC crecientes, como se detalla en 
el apartado 6 de Materiales y Métodos. El recuento de colonias a los siete días confirmó que las 
células LSK-Fanca-/- eran significativamente más sensibles a la MMC que las células LSK-WT 
(Figura 27 D). 
4.1.3.- Análisis del ciclo celular de células LSK  de ratones Fanca-/- y WT.  
 Se evaluó el ciclo celular de células LSK-Fanca-/- y células LSK-WT tiñendo las células con 
los marcadores Hoechst 3342 (para ADN) y Pironina Y (para ARN), para distinguir las células que 
se encontraban en las fases sub-G0, G0, G1 o S/G2/M del ciclo celular.  
 
Figura 28: Análisis del ciclo celular de células LSK-Fanca
-/-
 y células LSK-WT. (A) Análisis de la 
proporción de células LSK en fase G0, G1 o S/G2/M del ciclo celular. (B) Análisis de la proporción 
de células LSK en fase sub-G0.  
 
El análisis por citometría de flujo reveló un descenso significativo en la proporción de células 
LSK-Fanca-/- en la fase G0 y un aumento significativo en la proporción en la fase G1, comparada 
con las células LSK-WT. No se observaron diferencias estadísticamente significativas en las 
poblaciones S/G2/M entre ambas poblaciones celulares (Figura 28 A).  
Por otro lado, se observó un alto porcentaje de células en fase sub-G0, indicativa de apoptosis,  
tanto en las muestras de células LSK-Fanca-/- como de células LSK-WT. Para comprobar que esto 
estaba asociado a la cepa WT y no a la manipulación celular, se comparó la proporción de 
células LSK en fase sub-G0 en ratones Fanca



























































proporción significativamente mayor de células en fase sub-G0 en las LSK-Fanca
-/- y LSK-WT con 
respecto a las células LSK de ratones C57bl/6 (Figura 28 B).  
En conjunto, estos resultados mostraban que las células LSK-Fanca-/- tenían una proporción 
significativamente menor en quiescencia que las células LSK-WT, lo que podía comprometer la 
capacidad de injerto de las LSK deficientes en el gen Fanca-/-. 
4.1.4.- Caracterización de las subpoblaciones en células LSK-Fanca-/- y en células LSK-
WT. 
 Se realizó un estudio detallado de las subpoblaciones de células LSK, mediante 
citometría de flujo. Las células LSK- Fanca-/- y LSK-WT se marcaron y se analizaron para distinguir 
los progenitores hematopoyéticos a largo plazo (LT, CD34-/ Flk2-), a corto plazo (ST, CD34+/Flk2-) 
y multipotentes (MPP, CD34+/Flk2+), como se ha descrito en el apartado 5.2 de Materiales y 
Métodos (Figura 29 A). 
 
Figura 29: Análisis de las subpoblaciones LT, ST y MPP en células LSK-Fanca
-/-
 y células LSK-WT. 
(A) Ejemplo representativo del análisis por citometría de flujo de las subpoblaciones en células 
LSK-Fanca
-/- 
y en células LSK-WT. (B) Análisis del porcentaje de las poblaciones LT, ST y MPP en 
células LSK-Fanca
-/- 
y en células LSK-WT.  
 
El análisis mostró que las células LSK-Fanca-/- contenía una proporción significativamente menor 
de LT que las células LSK-WT, además de un aumento significativo de ST en las células             
LSK-Fanca-/-. No se observaron diferencias significativas en la proporción de células MPP entre 




















































4.1.5.- Estudio de la expresión de células adhesión y migración en células LSK de 
ratones Fanca-/- y WT. 
 Quisimos conocer los niveles de expresión de las moléculas de adhesión VCAM-1/VLA4, 
ICAM-1/LFA1 y de la molécula de migración CXCR4 implicadas en el homing y anidamiento de las 
CMH en el nicho hematopoyético. Para ello se obtuvieron y se tiñeron células de la MO de 
ratones Fanca-/- y WT con dichos marcadores. 
 
Figura 30: Análisis de la expresión de moléculas de adhesión y migración en células LSK-Fanca
-/-
 
y células LSK-WT por citometría de flujo. Análisis de expresión de (A) VCAM-1, (B) de la integrina 






































































































El análisis de ambos tipos de muestras reveló una expresión variable de las moléculas VCAM-1 
(Figura 30 A), ICAM-1 (Figura 30 C) y CXCR4 (Figura 30 E), así como una expresión homogénea y 
muy elevada de las moléculas VLA-4 (Figura 30 B) y LFA-1 (Figura 30 D) en ambas muestras. A 
pesar de la expresión variable observada en alguna de las moléculas estudiadas, no existían 
diferencias significativas en su expresión entre las células LSK de ratones Fanca-/- y WT.  
4.2.- Caracterización del injerto hematopoyético de células LSK-Fanca-/- y de células 
LSK-WT en receptores Fanca-/- y WT. 
 Una vez caracterizadas las células LSK-Fanca-/- y las células LSK-WT, se estudió la 
capacidad de injerto de ambos tipos celulares en receptores Fanca-/- y WT. 
4.2.1.- Capacidad de injerto de células LSK-WT en receptores WT. 
 Se trasplantaron 1.500, 3.000 y 5.000 células LSK-WT de donantes macho en receptores 
hembra WT acondicionados con una dosis submieloablativa de 5 Gy (Figura 31 A), para 
comprobar si el nivel de injerto hematopoyéticos era similar al detectado en el modelo con 
receptores B6D2F1, descrito anteriormente.  
Al igual que en lo observado en los trasplantes congénicos en receptores B6D2F1, todos los 
receptores WT trasplantados con 1.500 células LSK injertaron, presentando un porcentaje medio 
de quimerismo del 13,84 ± 0,90% en la semana 4 después del trasplante, que alcanzaba el 24,72 
± 10,52% en la semana 12 después del trasplante. Cuando se infundieron números más altos de 
células LSK-WT se observaron porcentajes mayores de injerto, alcanzando un 48,61 ± 5,39% de 
injerto de células del donante con 5.000 células LSK-WT en la semana 12 después del trasplante 
(Figura 31 B). 
 

















Figura 31: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores WT trasplantados con células LSK de 
donantes WT. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK-WT. (B) Niveles 
de injerto hematopoyético en receptores WT en las semanas 4, 8 y 12 después del trasplante. 
4.2.2.- Capacidad de injerto de células LSK-WT en receptores Fanca-/-. 
 Para determinar la capacidad de injerto de células LSK WT en ratones Fanca-/- 
acondicionados con una dosis submieloablativa de 5 Gy de radiación, se trasplantó un número 
creciente de células LSK WT (1.500, 3.000 y 5.000) siguiendo el mismo esquema de trasplante 
que en los experimentos anteriores (Figura 32 A). 
Cuatro semanas después del trasplante, el análisis del injerto de células del donante, analizado 
por qPCR en SP, mostró que la infusión de 1.500 o 3.000 células LSK-WT resultaba en un fallo de 
injerto en alrededor del 30% de los receptores Fanca-/-, de forma mantenida en el tiempo. Era 
necesario infundir al menos 5.000 células LSK-WT para observar injerto hematopoyético en 
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Figura 32: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células 
LSK de donantes WT. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK-WT (B) 
Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca
-/-
 en las semana 4, 8 y 12 después del 
trasplante. 
Los porcentajes de quimerismo observados en los receptores Fanca-/-  que presentaban injerto 
hematopoyético en las primeras semanas después del trasplante, llegaron a alcanzar el 100% de 
quimerismo a las 12 semanas después del trasplante, incluso con dosis de 1.500 células LSK-WT 
(Figura 32 B). 
4.2.3.- Capacidad de injerto de células LSK-Fanca-/- en receptores WT. 
 A continuación estudiamos si las células LSK Fanca-/- eran capaces de injertar en 
receptores WT. Siguiendo el mismo protocolo experimental de trasplante singénico, 1.500, 
3.000 o 5.000 células LSK-Fanca-/- de donante macho se trasplantaron en receptores hembras 










Fanca-/-  Fanca-/- 
Semana 4 después 
del trasplante
Semana 8 después 
del trasplante






























































Figura 33: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores WT trasplantados con células LSK de 
donantes Fanca
-/-
. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK- Fanca
-/-
. (B) 
Niveles de injerto hematopoyético en receptores WT en las semanas 4, 8 y 12 después del 
trasplante. 
El análisis por qPCR del porcentaje de injerto de células LSK-Fanca-/- en los receptores WT 
mostró que ninguna de las dosis infundidas de células LSK-Fanca-/- fueron capaces de injertar en 
receptores WT (Figura 33 B). 
4.2.4.- Capacidad de injerto de células LSK-Fanca-/- en receptores Fanca-/-. 
 Con el fin de conocer la capacidad de injerto de células LSK deficientes para el gen Fanca 
en receptores Fanca-/-, se infundieron 1.500, 3.000, 5.000 y 10.000 células LSK-Fanca-/- de 
donantes macho en receptores hembra acondicionados con un dosis submieloablativa de 5 Gy 
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Figura 34: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células 
LSK de donantes Fanca
-/-
. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK- 
Fanca
-/-
. (B) Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca
-/-
 en las semanas 4, 8 y 12 
después del trasplante. 
Cuatro semanas después del trasplante, se detectó que la infusión de las dosis más bajas de 
células LSK-Fanca-/- (1.500 o 3.000) producían fallo de injerto en el 80% de los receptores   
Fanca-/- trasplantados. Fue necesaria la infusión de dosis más altas de células LSK-Fanca-/- para 
observar un descenso en el porcentaje de fallo de injerto, siendo del 30% con la infusión de 
5.000 células LSK-Fanca-/- y del 20% cuando se trasplantaron 10.000 células LSK-Fanca-/- (Figura 
34 B).  
En los receptores en los que se detectó injerto hematopoyético del donante, se apreciaba un 
aumento en el porcentaje de quimerismo a medida que aumentaba la dosis de células LSK-
Fanca-/- infundidas, siendo éste significativamente mayor a partir de la infusión de 10.000 células 
con respecto a las 1.500 LSK-Fanca-/- (Figura 34 B). 
En las semanas 8 y 12 después del trasplante no se apreciaron diferencias significativas entre los 
distintos grupos de estudio. Sin embargo, se observó un descenso en el porcentaje de injerto del 
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aumento de los receptores que perdían el injerto inicial de las fases tempranas post-trasplante 
(Figura 34 B). 
4.2.5.- Biodistribución de las células LSK-Fanca-/- y LSK-WT en receptores Fanca-/-. 
 Al igual que en el modelo de trasplante congénico en ratones B6D2F1, se estudió la 
biodistribución de las células LSK-Fanca-/- y las células LSK-WT en receptores Fanca-/-. Así, se 
infundieron por vía intravenosa 10.000 células LSK teñidas con el colorante vital DID con o sin 
600.000 Ad-MSCs. A las 24 horas después del trasplante, los receptores fueron sacrificados y se 
valoró por citometría de flujo la presencia de células LSK-DID+ en la MO, bazo y sangre periférica 
de los ratones.  
El análisis de la MO (Figura 35 A) y de la SP (Figura 35 B) 24 horas después del trasplante no 
mostró diferencias significativas en la detección de células  LSK DID+ entre los dos grupos de 
estudio. Sin embargo, en el bazo de los receptores Fanca-/- se observó un porcentaje 
significativamente mayor de células LSK- Fanca-/- (20,10 ± 3,35%) en comparación con el 
porcentaje de células LSK-WT detectadas (5,64 ± 0,65%) (Figura 35 C).   
 









por citometría de flujo. Porcentaje de células LSK DID
+ 
en (A) la MO, (B) la SP 
y (C) el bazo. 
4.3.- Las Ad-MSCs evitan el fallo de injerto hematopoyético de células singénicas LSK-
WT en receptores Fanca-/- con acondicionamiento submieloablativo. 
 Teniendo en cuenta los fallos de injerto observados en los receptores Fanca-/- tras el 
























































Receptores Fanca-/- fueron co-trasplantadas con 1.500 células LSK-WT por vía intravenosa con o 
sin 106 Ad-MSCs y en las semanas 4, 8 y 12 se analizó el nivel de quimerismo por qPCR (Figura 36 
A). Cuatro semanas después del trasplante, el 30% de los receptores infundidos con sólo 1.500 
células LSK-WT presentaban fallo de injerto. De forma muy significativa, en los receptores 
trasplantados con células LSK-WT y Ad-MSCs, no se observó ningún fallo de injerto (Figura 36 B). 
En los ratones injertados de ambos grupos, el nivel de quimerismo fue similar, con injertos 
crecientes a lo largo del tiempo estudiado, llegando a alcanzar el 100% de injerto algunos de los 
receptores co-infundidos con Ad-MSCs en la semana 8 (Figura 36 B).  
 
 
Figura 36: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células 
LSK de donantes WT con o sin Ad-MSCs. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de 
células LSK-WT con o sin Ad-MSCs. (B) Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca
-/-
 
en las semana 4, 8 y 12 después del trasplante. 
Estos resultados indicaban que el co-trasplante de Ad-MSCs junto con células LSK-WT evitaba el 
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5.- Análisis del efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto de células LSK 
Fanca-/- corregidas mediante transferencia génica en trasplantes 
singénicos en ratones Fanca -/-. 
Una vez conocido el efecto de las Ad-MSC sobre el injerto en ratones Fanca-/-, quisimos 
estudiar su efecto sobre el injerto de células LSK-Fanca-/- corregidas con el vector lentiviral PGK-
FANCA-wPRE*.  
5.1.- Transducción y caracterización de células LSK-Fanca-/- corregidas. 
 Se obtuvieron células LSK de ratones Fanca-/-, que  fueron corregidas con el vector PGK-
FANCA-wPRE*, según se detalla en el apartado 4 de Materiales y Métodos. Se valoró por qPCR el 
porcentaje de transducción, que fue del 76,01 ± 0,17%, con una media de 1,08 ± 0,28 copias del 
vector por célula. Como control se utilizaron células LSK de ratones WT. 
5.1.1- Capacidad clonogénica y sensibilidad a MMC de las células LSK-Fanca-/- 
corregidas. 
 Se valoró la capacidad clonogénica de las células LSK-Fanca-/- corregidas, comparándola 
con la capacidad de las células LSK-Fanca-/- y de células LSK-WT. Las células LSK-Fanca-/-  
formaban colonias con un número menor de células comparadas con las colonias derivadas de 
LSK-WT. Por el contrario, las colonias formadas a partir de células LSK-Fanca-/- corregidas 
presentaban una morfología más compacta, similar a la observada en las colonias de células LSK-
WT control (Figura 37 A). 
Sin embargo, la cuantificación de las colonias mostró eficacias de formación de colonias 
similares entre la células LSK-Fanca-/- corregidas (23,67 ± 8,05%), células LSK-Fanca-/- (22,25 ± 
















 corregidas y células LSK-WT. (A) Imágenes representativas de colonias. (B) Comparación 
de la eficacia de formación de colonias. (C) Curva de supervivencia a distintas concentraciones de 




 corregidas y células LSK-WT.  
 
Por otro lado se comprobó la sensibilidad a MMC de las células LSK-Fanca-/- corregidas con el 
vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* y se confirmó que éstas células eran significativamente 
menos sensibles a MMC que las células LSK-Fanca-/-, presentando una curva de supervivencia 
similar a la de las células LSK-WT (Figura 37 C).  
5.1.2.- Estudio del ciclo celular de células LSK Fanca-/- corregidas.   
Se realizó un análisis del ciclo celular de las células LSK-Fanca-/- corregidas para 
comprobar si la transducción revertía el fenotipo observado en células LSK-Fanca-/-, en las que el 
















































































 corregidas y células LSK-
WT. (A) Análisis de la proporción de células LSK en fase G0, G1 o S/G2/M del ciclo celular. (B) 
Ejemplo representativo del análisis por citometría de flujo de las distintas fases del ciclo celular. 
 
El análisis por citometría de flujo mostró que la mayoría de las células de los tres tipos celulares 
se encontraban en la fase G1 del ciclo celular, tras el cultivo de las células durante la noche 
(Figura 38 A-B).  
Sin embargo, el porcentaje de células en fase G0 se mantuvo menor en las células LSK-Fanca
-/- 
corregidas o sin corregir con respecto a las células LSK-WT. También se detectó una mayor 
proporción de células LSK-Fanca-/- corregidas o sin corregir- en la fase S/G2/M comparada con las 
células LSK-WT.  
En todos los casos, la proporción de células en las distintas fases del ciclo celular entre las células 
LSK-Fanca-/- corregidas o sin corregir fue similar (Figura 38 A-B).  
5.2.- Caracterización de la capacidad de injerto de células LSK-Fanca-/- corregidas. 
5.2.1.- Capacidad de injerto de diferentes dosis de células LSK Fanca-/- corregidas en 
receptores Fanca-/-. 
 Con el fin de conocer la capacidad de injerto de las células LSK-Fanca-/- corregidas con el 












































































Fanca-/- corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA- wPRE* infundidas y el injerto 
hematopoyético en estos trasplantes. Para ello, se trasplantó un número creciente de células 
LSK-Fanca-/- corregidas (1.500, 3.000, 5.000, 10.000, 15.000 o 20.000) en receptores Fanca-/-, 
siguiendo el mismo protocolo de trasplante que en los experimentos anteriores (Figura 39 A). 
 
 
Figura 39: Análisis del quimerismo en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células LSK de 
donantes Fanca
-/-
 corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE*. (A) Modelo 
experimental del trasplante singénico de células LSK- Fanca
-/-
 corregidas. (B) Niveles de injerto 
hematopoyético en SP analizados por qPCR en receptores Fanca
-/-
 en las semana 4, 8 y 12 
después del trasplante. 
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Semana 12 después del trasplante 







































El análisis del quimerismo a las 4 semanas después del trasplante mostró que todos los grupos 
presentaban fallos de injerto del donante. Los receptores trasplantados con las dosis más bajas 
de  células corregidas (1.500 y 3.000) mostraban un 60% de fallo de injerto, llegando a alcanzar 
un 80% en las semanas 8 y 12 después del trasplante. Sin embargo, en los receptores 
trasplantados con las dosis más altas (de 5.000 a 20.000 células) el fallo de injerto fue alrededor 
del 20% en todos los tiempos analizados. (Figura 39 B).  
En todos los receptores, la media del porcentaje de injerto detectado en las semanas 4 y 8 
después del trasplante fue muy similar entre todos los grupos de receptores analizados. Sólo a 
las 12 semanas después del trasplante se observaron diferencias significativas entre los grupos 
trasplantados con 1.500 o 3.000 LSK Fanca-/- corregidas, que se mantuvo en niveles bajos y el 
grupo de receptores trasplantado con 20.000 células LSK-Fanca-/- corregidas, que alcanzó un 
porcentaje de injerto del donante del 25,05 ± 8,09% (Figura 39 B).  
 
Figura 40: Análisis del quimerismo en tejidos de los receptores Fanca
-/-
 trasplantados con 
células LSK Fanca
-/-
 corregidas a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto 
hematopoyético analizado por qPCR en receptores Fanca
-/-
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A las 16 semanas después del trasplante, los receptores trasplantados con cantidades entre 
5.000 y 20.000 células LSK-Fanca-/- corregidas fueron sacrificados y se estudió el nivel de 
quimerismo en sangre periférica, MO, bazo y timo. En SP, éste se mantuvo en  porcentajes de 
injerto similares a los detectados en la semana 12 después del trasplante (Figura 40 A). En MO 
no se observaron diferencias significativas en el injerto entre receptores trasplantados con dosis 
crecientes de células corregidas. Así, se detectaron niveles de quimerismo del 13,75 ± 7,61% con 
las dosis más bajas de células, alcanzando un 24,87 ± 7,26% en el grupo trasplantado con 20.000 
células (Figura 40 B). Es de destacar que en dos de los receptores de 5.000 células LSK-Fanca-/- 
corregidas, se observó  injerto en SP pero no en MO, sugiriendo la presencia de hematopoyesis 
extra medular (Figura 40 A y B).  
El análisis de células LSK Fanca-/- corregidas en bazo y en timo mostró que estas células estaban 
presentes en ambos órganos en todos los grupos de estudio (Figura 40 C y D). 
También se analizó el número de copias del vector en aquellos receptores que presentaban 
injerto a las 16 semanas después del trasplante. Para ello, se analizó por qPCR la presencia o 
ausencia de la secuencia empaquetadora Psi del vector utilizado.  
  
Figura 41: Análisis del número de copias del vector PGK-FANCA-wPRE* por qPCR en receptores 
Fanca
-/-
 trasplantados con células LSK de donantes Fanca
-/-
 corregidas que presentaron injerto 
del donante a las 16 semanas después del trasplante. Número de copias del vector por células  
























































































































En todos los grupos de estudio, los receptores presentaron un número de copias comprendido 
entre 0,5 y 1,3 copias del vector por célula, tanto en SP, MO, bazo como en timo, no 
observándose diferencias significativas entre los tejidos (Figura 41 A- D).  
5.2.2- Capacidad de injerto de células LSK- Fanca-/- transducidas y sin transducir en 
receptores singénicos Fanca-/-.  
Se establecieron 10.000 células LSK-Fanca-/- corregidas, como el número de células 
necesario para producir niveles de quimerismo estable en tan sólo una proporción de receptores 
Fanca-/- y a su vez generar fallo de injerto en otros.  
Receptores Fanca-/- fueron trasplantados con 10.000 células LSK-Fanca-/- corregidas o sin 
corregir, o con 10.000 células LSK-Fanca-/- transducidas con un vector no terapéutico (control) 
que codificaba la proteína eGFP. Como otro control, se valoró la capacidad de injerto de 10.000 
células LSK-Fanca-/- corregidas en un receptor control WT. 
En los grupos de receptores Fanca-/- trasplantados con 10.000 células LSK-Fanca-/- o LSK-Fanca-/- 
corregidas o  LSK-Fanca-/- eGFP, se observaron fallos de injerto en alrededor del 30% de los 
receptores, que aumentó en las semanas 8 y 12 después del trasplante hasta más del 60% 
(Figura 42).  
En los grupos de receptores Fanca-/- trasplantados con células LSK-Fanca-/- o células LSK-Fanca-/- 
eGFP, se observó una disminución del quimerismo a lo largo del tiempo, presentando 
porcentajes de injerto del 8,43 ± 5,50% en el grupo trasplantado con células LSK-Fanca-/- y del 
2,90 ± 2,90% en el grupo trasplantado células LSK-Fanca-/- eGFP en la semana 12 después del 
trasplante (Figura 42).  
La infusión de 10.000 células LSK-Fanca-/- corregidas en los receptores Fanca-/- , tuvo un nivel de 
injerto superior, alcanzando un injerto medio de 15,01 ± 4,74% en la semana 12 después del 
trasplante. Sin embargo, los receptores WT trasplantados con estas mismas células no 
mostraron injerto del donante en ninguno de los tiempos analizados, manteniéndose su 











Figura 42: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 o WT trasplantados con 
células LSK de donantes Fanca
-/-
 sin transducir o transducidas con el vector control PGK-eGFP-
wPRE* o el vector PGK-FANCA-wPRE a las 4, 8 y 12 semanas después del trasplante. 
 
A las 16 semanas después del trasplante se sacrificó a los receptores Fanca-/- y WT trasplantados 
con las células Fanca-/- corregidas y se analizó el injerto del donante en la SP, MO, bazo y timo. 
No  se observaron diferencias significativas en SP en el nivel de quimerismo entre los distintos 
grupos de receptores Fanca-/-, siendo los porcentajes de injerto muy similares a los observados 
en la semana 12 después del trasplante (Figura 43 A).   
Se detectaron porcentajes similares de injerto en la MO respecto a los observados en la SP de los 
receptores Fanca-/-, a excepción de aquellos que habían sido trasplantados con 10.000 células 
LSK-Fanca-/- que presentaron porcentajes de injerto del  8,33 ± 5.27% en MO frente al  29,67 ± 
19,92% observado en SP (Figura 43 A y B).  




























Semana 8 después del trasplante 























































Figura 43: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca-/- o WT trasplantados con 
células LSK de donantes Fanca
-/-
 sin transducir o transducidas con el vector PGK-eGFP-wPRE* o 
el vector PGK-FANCA-wPRE* a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto 
hematopoyético en receptores Fanca
-/-
 o WT en (A) SP, (B) MO,  (C) Bazo y (D) Timo. 
En todos los receptores de los distintos grupos de estudio que habían mostrado niveles de 
quimerismo del donante en SP y MO, también se detectó injerto del donante en el bazo y en el 
timo (Figura 43 C y D). 
5.3.- Las Ad-MSCs evitan el fallo del injerto hematopoyético de células LSK-Fanca-/- 
corregidas con el vector PGK-FANCA-wPRE* en receptores Fanca -/-. 
En los experimentos anteriores caracterizamos la capacidad de injerto de las células LSK-
Fanca-/- corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* en un modelo de trasplante 
singénico de ratón con un acondicionamiento submieloablativo, detectando que la corrección 
mediante terapia génica no bastaba para evitar en fallo de injerto.  
Como siguiente paso, estudiamos el impacto de las Ad-MSCs sobre el injerto de 10.000 células 








































































































































receptores Fanca-/-, siguiendo el mismo protocolo de trasplante que en los experimentos 
anteriores (Figura 44 A). 
 
Figura 44: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células 
LSK de donantes Fanca
-/-
 corregidas con o sin Ad-MSCs. (A) Modelo experimental del trasplante 
singénico de células LSK-Fanca
-/-
 corregidas con o sin Ad-MSCs. (B) Niveles de injerto 
hematopoyético en receptores Fanca
-/-
 en las semana 4, 8 y 12 después del trasplante.  
 
El análisis del quimerismo en sangre periférica mostró que la co-infusión de Ad-MSCs junto con 
10.000 células LSK-Fanca-/- corregidas evitó el fallo de injerto observado en el grupo de 
receptores trasplantados sin Ad-MSCs, a todos los tiempos analizados (Figura 44 B). Así, 4 
semanas después del trasplante, los receptores que sólo recibieron células LSK-Fanca-/- 
corregidas mostraron injertos del 11,28 ± 3,32%, detectándose un 37% de receptores con fallo 



















































































de injerto. Por el contrario, los receptores trasplantados con Ad-MSCs no presentaron fallos de 
injerto en ningún caso, alcanzando un quimerismo del donante del 18,62 ± 1,34%.  
En la semana 8 después del trasplante, el grupo de receptores trasplantados sólo con células 
LSK-Fanca-/- corregidas tuvo un 41% de fallo de injerto y el quimerismo de los receptores alcanzó 
el 16,68 ± 4,23%. Sin embargo, el grupo de receptores co-infundido con Ad-MSCs no presentó 
ningún fallo de injerto y alcanzó un nivel de quimerismo del donante del 32,03 ± 3,05% (Figura 
44 B).  
A las 16 semanas después del trasplante se valoró el porcentaje de injerto del donante en la SP, 
MO, bazo y timo de ambos grupos de estudio. Como en las semanas previas, en la sangre 
periférica de los receptores que sólo habían recibido células LSK-Fanca-/- corregidas, se detectó 
un 47% de fallo de injerto y un nivel de quimerismo del 19,56 ± 6,20% en todos los receptores. 
También en este momento, los receptores co-trasplantados con células corregidas y Ad-MSCs no 
mostraron ningún fallo de injerto y se detectó el 38,80 ± 4,53% de células del donante (Figura 45 
A).  
 
Figura 45: Análisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca
-/-
 trasplantados con células 
LSK de donantes Fanca
-/-
 corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* con o sin Ad-
MSCs a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto hematopoyético detectados 
por qPCR en receptores Fanca
-/-























































































































Resultados similares a los detectados en la SP de fallo de injerto y de quimerismo del donante se 
observaron en la MO de ambos grupos de estudio (Figura 45 B).  
Todos los receptores que presentaron niveles de quimerismo del donante en la SP mostraron 
injerto de donante en el bazo, no apreciándose fallos de injerto en los receptores co-
trasplantados con Ad-MSCs, pero sí en los receptores que sólo recibieron células corregidas. 
Además, se observaron porcentajes de injerto significativamente mayores en el grupo de 
receptores co-infundido con Ad-MSCs (50,34 ± 7,76%) comparados con los niveles detectados en 
el bazo de los receptores que sólo recibieron células LSK-Fanca-/- corregidas (19,67 ± 6,49%) 
(Figura 45 C).  
En el timo, todos los receptores que había sido co-infundidos con Ad-MSCs presentaron injerto 
del donante, alcanzando el 38,15 ± 6,08% de quimerismo. Sin embargo, sólo en el 53% de los 
receptores que habían recibido células LSK-Fanca-/- corregidas se detectaron células del donante 
(18,83 ± 6,84%) (Figura 45 D).  
 
 
Figura 46: Análisis del número de copias del vector PGK-FANCA-wPRE* por qPCR en receptores 
Fanca
-/-
 trasplantados con células LSK de donantes Fanca
-/-
 corregidas con o sin Ad-MSCs que 
presentaron injerto del donante a las 16 semanas después del trasplante. Número de copias del 




























































































































También se estudió el número de copias del vector por células en los órganos analizados. Todos 
los receptores que presentaban algún grado de quimerismo en la SP, MO, bazo y timo 
presentaban copias del vector en sus células (Figura 46). Tanto en SP, MO, bazo y timo el 
número de copias fue similar siempre cercano a 1 copia del vector por célula (Figura 46 A-D). 
En este modelo de ratón con alto riesgo de fallo de injerto, los resultados indican que la co-
infusión de Ad-MSCs evita el fallo de injerto y mejora el nivel de quimerismo del donante tras el 
trasplante de células LSK-Fanca-/- corregidas genéticamente. Estas observaciones tienen gran 
relevancia clínica en el contexto de los protocolos actuales de terapia génica hematopoyética, 
pues sugieren que la infusión de MSCs junto con las CMHs corregidas limitaría los fallos de 
injerto y mejoraría los niveles de reconstitución de las células corregidas en pacientes no 






















1.- Las Ad-MSCs mejoran el injerto de células LSK en receptores 
congénicos. 
Las células estromales mesenquimales comprenden una población heterogénea de 
células multipotentes que pueden ser aisladas de varios tejidos y cultivadas ex vivo para uso 
clínico (38, 70, 189). Su aplicación más frecuente se basa en sus propiedades inmunosupresoras, 
como por ejemplo para el tratamiento de EICH severa resistente a corticoides en trasplantes 
alogénicos de CMHs (127, 128). Tanto la experiencia clínica como la experimental apoyan que la 
infusión de MSCs in vivo es segura, pues hasta el momento no se ha detectado ningún evento de 
transformación tumoral generada durante su expansión in vitro, ni ningún efecto adverso 
derivado de su administración in vivo (125, 128, 129). 
Una aplicación menos estudiada de las MSCs es su efecto sobre el injerto de CMHs en 
receptores sometidos a trasplantes hematopoyéticos. Distintos estudios experimentales han 
demostrado un efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes 
xenogénicos (6, 32, 178, 184). En estos estudios, ratones NOD/SCID fueron co-trasplantados con 
células madre hematopoyéticas CD34+ humanas y MSCs, observándose en todos los casos una 
mejora del injerto hematopoyético humano con respecto a una infusión sin MSCs.  
En humanos, las MSCs también han sido aplicadas a nivel clínico para incrementar y/o acelerar 
el injerto hematopoyético en trasplantes alogénicos con riesgo de fallo de injerto (13, 64, 130, 
259, 260). Uno de los factores de riesgo a tener en cuenta es la propia enfermedad de base del 
paciente. Así, Fang y colaboradores (64) publicaron dos casos pediátricos con anemia aplásica y 
fallo de injerto tras recibir un trasplante alogénico de un familiar histocompatible. En estos 
pacientes, trasplantes posteriores de células CD34+ alogénicas del mismo donante junto con 
MSCs generaron un injerto hematopoyético estable y con quimerismo completo del donante.  
También se han encontrado efectos beneficiosos en pacientes en donde el factor de riesgo 
estaba asociado al trasplante de MO de donantes familiares con diversos grados de disparidad 
HLA o de donantes no relacionados. Es de destacar el trabajo de Le blanc y colaboradores (130) 
en el que tres pacientes que habían tenido un fallo de injerto en trasplantes previos fueron co-
trasplantados con CMHs y MSCs, previniendo esta vez el fallo de injerto previo y detectandose 
un injerto linfocitario precoz con respecto a la experiencia previa, no sólo en estos pacientes 
sino también en otros cuatro pacientes. También relacionado con el tipo de donante, en otro 
estudio llevado a cabo por Ball y colaboradores (13), se realizaron trasplantes haploidénticos en 
pacientes pediátricos con distintas patologías hematológicas, donde se mostró que la co-








infusión de MSCs y CMHs alogénicas evitaba el 15% de fallo de injerto observado en un grupo 
histórico control.  Resultados similares se obtuvieron más recientemente en un ensayo llevado a 
cabo por Wu y colaboradores (260) que incluyó a cincuenta pacientes trasplantados con CMHs 
de donantes haploidénticos, en los que se co-infundieron MSCs sin que se detectara ningún  
fallo de injerto hematopoyético.  
Es de destacar un estudio en el que  dos pacientes con aplasia producida tras un trasplante con 
CMHs de donantes con grupo ABO incompatible fueron infundidos con las MSCs alrededor de 
tres meses después del trasplante (65). De manera llamativa, la infusión aislada de MSCs 
recuperó la hematopoyesis generada a partir de CMHs trasplantadas con antelación.  
Puesto que las MSCs poseen propiedades inmunosupresoras importantes y en todos estos casos 
mencionados se trataba de trasplantes alogénicos, una explicación sobre la eficacia de las MSCs 
para el injerto hematopoyético podría estar relacionada con estas propiedades (129, 262), que 
limitarían la respuesta inmune del receptor contra el injerto.  
A pesar de los resultados descritos, existen otros estudios clínicos en los que la infusión de MSCs 
no mostró ningún efecto. Es de recalcar que en estos casos los trasplantes fueron realizados con 
sangre de cordón umbilical con alto grado de histocompatibilidad y a las dosis de CMHs 
recomendadas (19, 80, 146). Así, en un estudio llevado a cabo por MacMillan y colaboradores 
(146) ocho pacientes recibieron CMH de sangre de cordón y todos fueron infundidos con MSCs. 
En este trabajo el momento de la infusión de las MSCs fue variable, cinco de ellos recibieron las 
MSCs cuatro horas antes del trasplante y tres recibieron dos dosis de MSCs, la primera, cuatro 
horas antes del trasplante y la segunda 21 días después. Todos los pacientes injertaron, sin 
detectarse diferencias en el injerto hematopoyético comparado con el grupo control. En un 
estudio piloto llevado a cabo por Gonzalo-Daganzo y colaboradores (80) en nueve pacientes 
trasplantados con CMHs de sangre de cordón como tratamiento de neoplasias hematológicas, la 
infusión de las MSCs 24h después del trasplante no produjo ningún efecto sobre el injerto. 
Resultados similares obtuvieron Bernardo y colaboradores en otro estudio llevado a cabo en 13 
pacientes pediátricos con distintas patologías hematológicas tras la infusión de MSCs 4h antes 
del trasplante de CMHs (19).  
Estos últimos estudios comparten algunas características que podrían explicar la ausencia de 
efecto de las MSCs. La primera es que las MSCs no fueron co-infundidas junto con las MSCs, sino 
que su administración fue adelantada o retrasada varias horas respecto a la infusión de las 
CMHs. En segundo lugar, la dosis de CMHs que recibieron fue la dosis recomendada para el tipo 









mejora del injerto hematopoyético cuando las condiciones del trasplante no son las deseadas, 
por ejemplo, donantes no relacionados, identidad HLA no idéntica y patologías de base con 
dificultades de injerto, todas ellas, situaciones en las que el aspecto inmunológico podría jugar 
un papel de especial importancia. 
En la mayoría de los estudios descritos, las MSCs procedían de un segundo donante diferente al 
donante de las CMHs, la mayoría de la veces de un donante haploidéntico, pero en muchos 
casos de donantes no relacionados y no histocompatibles, sin que se encontrara ninguna 
correlación entre el origen de las MSCs y su eficacia sobre el injerto (13, 19, 64, 69, 80, 148, 
259). 
El papel que las MSCs podrían tener sobre el injerto hematopoyético en el que no mediaran 
estos efectos inmunosupresores, como es el caso de los trasplantes autólogos, es un aspecto 
que ha sido muy poco estudiado. En un estudio descrito por Koç y colaboradores (116), 
pacientes sometidos a trasplantes autólogos para el tratamiento de cáncer de mama fueron co-
infundidas con MSCs junto con las CMHs. Los resultados demostraron que la co-infusión de las 
MSCs no producía ningún efecto adverso, pero no se demostró ningún efecto beneficioso sobre 
el injerto hematopoyético debido a la ausencia de un grupo control comparativo.  
En su conjunto, en la actualidad se desconoce si existe un efecto de las MSCs directo que 
favorezca el injerto de progenitores hematopoyéticos sin que medie un efecto inmunosupresor 
presente en el contexto alogénico. Si esto se demostrara, se abriría un nuevo campo de 
aplicación de las MSCs para trasplantes autólogos en los que existiera riesgo de fallo de injerto, 
por ejemplo, debido a la infusión de un bajo número de CMH, a un acondicionamiento de 
intensidad muy reducida o a la patología de base del receptor. Este podría ser el caso de los 
trasplantes incluidos en protocolos de terapia génica, en los que las MSCs facilitarían el injerto 
de un bajo número de CMH modificadas genéticamente.  
Por ello, en este trabajo se ha estudiado el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético en un contexto de trasplante de progenitores hematopoyéticos  autólogos con 
fenotipo linaje-, Sca-1+, c-Kit+ (LSK). En la mayoría de los trabajos publicados sobre MSCs, la 
fuente de obtención de las MSCs fue la MO. En este estudio hemos utilizado Ad-MSCs debido a 
la fácil disponibilidad y cultivo de estas células y a que las características fenotípicas y 
funcionales de las Ad-MSCs y las MO-MSCs son similares (73, 191, 262). 
Este posible efecto de las Ad-MSCs se ha testado en un modelo de trasplante congénico de 
ratón basado en la infusión de células LSK de donantes CD45.1/CD45.2 en receptores CD45.2. 








Esta diferencia fenotípica no genera una respuesta inmune y permite detectar las células del 
donante injertadas.  
En los trasplantes de CMHs para el tratamiento de patologías hematológicas malignas se utilizan 
acondicionamientos mieloablativos con el fin de erradicar la enfermedad de base del paciente, 
además de para preparar el nicho hematopoyético para el anidamiento de las CMHs infundidas. 
Sin embargo, los acondicionamientos de este tipo llevan asociados una alta toxicidad (12). Por 
ello, en la actualidad  se utilizan de forma creciente acondicionamientos no mieloablativos o de 
intensidad reducida. Sin embargo, este tipo de acondicionamientos puede dificultar el injerto 
hematopoyético, al estar el nicho de la médula ósea ocupado con la hematopoyesis endógena 
del receptor.  
Para detectar el posible efecto beneficioso de las Ad-MSCs, en este trabajo se ha realizado un 
acondicionamiento submieloablativo seguido del trasplante congénico de un número bajo de 
células LSK, desarrollando así un modelo en el que el injerto hematopoyético del donante 
estuviera limitado. Resnick y colaboradores (198) demostraron que un acondicionamiento 
submieloablativo seguido de la infusión de células LSK congénicas producía un injerto estable, 
dependiente de la dosis de radiación administrada. En este trabajo, los receptores 
acondicionados con una dosis de radiación de 7 Gy y trasplantados con una dosis reducida de 
células LSK (1.500), presentaron niveles de quimerismo del donante del 60% a 4 semanas post-
trasplante (Figura 16 B). Este elevado nivel de injerto probablemente se explicaría porque se 
trata de una dosis de radiación asociada una alta mortalidad de la hematopoyesis endógena, lo 
que favorecería el injerto del donante. 
Los receptores acondicionados con 3 Gy presentaron niveles de quimerismo muy bajos (Figura 
16 D), consistente con una baja mortalidad de la hematopoyesis endógena, lo que dificultaría el 
anidamiento de las células LSK infundidas en la médula ósea. Los ratones que recibieron una 
dosis intermedia de radiación de 5 Gy, mostraron un injerto de alrededor del 20% (Figura 16 C), 
dosis que se eligió para investigar el posible efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto 
hematopoyético.  
En un segundo paso, utilizando las mismas dosis de radiación y de células LSK, se comprobó el 
efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en los receptores. Los experimentos 
mostraron que la co-infusión de Ad-MSCs no tenía ningún impacto en el injerto de células LSK 
(1.500), ni en receptores acondicionados con 7 Gy, que se mantuvieron elevados en todos los 









en los que el acondicionamiento facilitaba (7 Gy) o dificultaba en exceso (3 Gy) el injerto 
hematopoyético de las células LSK, las Ad-MSCs no producían ningún efecto (Figura 18 B).  
De manera interesante, cuando las Ad-MSCs se infundieron junto con las células LSK tras una 
dosis de radiación de 5 Gy, se detectó un aumento muy significativo en los niveles de 
quimerismo de las células LSK del donante, duplicando los niveles detectados en ausencia de Ad-
MSCs (Figura 18 B). Estos resultados apuntaban a que con esta dosis de radiación, se producía 
una eliminación moderada de la hematopoyesis endógena pero suficiente para permitir el 
injerto hematopoyético y que éste aumentase significativamente con la co-infusión de las MSCs. 
Park y colaboradores (184) observaron que en ratones NOD/SCID trasplantados con células 
humanas CD34+, el injerto humano era dependiente de la dosis de MSCs trasplantadas. En 
concordancia con este estudio, los resultados obtenidos en este trabajo también mostraron un 
efecto dependiente de la dosis de Ad-MSCs en los trasplantes congénicos realizados (Figura 19). 
Este incremento fue significativo durante las primeras 4 semanas después del trasplante, aún 
con dosis relativamente bajas de MSC. A las 8 y 12 semanas, a pesar de que los injertos fueron 
siempre superiores en el grupo que recibió Ad-MSCs, sólo los grupos que fueron infundidos con 
las dosis elevadas de Ad-MSCs (6x105 o más Ad-MSCs/ratón), se mantuvo una diferencia 
significativa entre los grupos de estudio. Es de recalcar que a nivel clínico, la mera mejora del 
injerto a corto plazo en los pacientes tiene marcada importancia, pues es un periodo 
especialmente crítico para la aparición de infecciones oportunistas favorecidas por la leucopenia 
y por la necesidad de transfusiones de hematíes y plaquetas. 
En los siguientes experimentos, basados en trasplantes seriados a receptores secundarios y 
terciarios, se demostró que las Ad-MSCs no sólo aumentaban el injerto de células 
hematopoyéticas responsables de la reconstitución a corto plazo (ST), sino que también lo 
hacían con las células responsables del injerto a largo plazo (LT), las verdaderas CMHs (Figura 
20). Así, se observó un mayor número de células LSK injertadas en los receptores primarios que 
habían recibido 1.500 células LSK junto con 600.000 Ad-MSCs, lo que parecía indicar que las Ad-
MSCs favorecían el homing de las células LSK hacia el nicho hematopoyético de la médula ósea. 
Esta hipótesis fue confirmada por los experimentos de biodistribución, en los que se observó 
que las Ad-MSCs aumentaban el número de células LSK detectadas en la MO de los receptores 
durante las primeras horas tras el trasplante (Figura 21).  
El mecanismo por el que actúan las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en un contexto 
autólogo podría deberse a varias causas. Se ha demostrado que el estroma puede dañarse por 
los efectos de la quimio/radioterapia, incluyendo la administrada durante el acondicionamiento 








previo al trasplante. Es decir, que el soporte podría estar dañado y el injerto de los progenitores 
hematopoyéticos infundidos podría estar comprometido (41, 71), por lo que se ha postulado 
que las MSCs podrían mejorar este estroma al contribuir con la regeneración del microambiente 
medular (116). Hay que tener en cuenta que las MSCs son un componente esencial del nicho 
hematopoyético donde contribuyen a su estructura y a la auto-renovación, proliferación y 
diferenciación de las CMHs a través de la secreción de numerosos factores de crecimiento y 
citoquinas (38, 111, 159, 189). Sin embargo, prácticamente la totalidad de los estudios coinciden 
en que el estroma, aún después de acondicionamientos mieloablativos, sigue siendo de los 
receptores (212) y son muy limitados los casos en los que se ha detectado el injerto de MSCs 
aisladas a tiempos más prolongados tras el trasplante (31, 32) por lo que éste no parece ser el 
mecanismo subyacente (212).  
Otro de los posibles mecanismos podría ser paracrino, como consecuencia de la secreción de 
diferentes factores de crecimiento y citoquinas por estas células, tales como  IL-6, IL-11, el factor 
inhibidor de la leucemia (LIF), stem cell factor (SCF) o el ligando Flt-3. (38, 189). Éstos podrían 
incrementar el anidamiento y la proliferación de las CMHs que llegaron a la MO, favoreciendo la 
aparición de células hematopoyéticas del donante en la sangre periférica de los receptores. 
Para valorar esta posibilidad, se administraron Ad-MSCs por vía intravenosa junto con las células  
LSK o por vía intraperitoneal. Los resultados obtenidos mostraron que cuando las Ad-MSCs no 
eran co-infundidas junto con las células LSK, el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el 
injerto hematopoyético no era detectable, comparado con el incremento detectado en el 
quimerismo cuando ambas poblaciones se infundían simultáneamente por vía intravenosa 
(Figura 23). Estos resultados contrastaban con los obtenidos previamente por nuestro grupo 
(182), en el que las Ad-MSCs trasplantadas por vía intraperitoneal eran capaces de controlar la 
enfermedad injerto contra huésped (EICH) en ratones trasplantados con células de MO 
alogénicas, indicando que los factores solubles liberados por las Ad-MSCs eran un factor clave 
para el control del EICH, pero no para la mejora del injerto hematopoyético.  
Para confirmar esta falta de efecto, se infundió de forma fraccionada la dosis de MSCs eficaz 
(dosis iguales o superiores a 6x105 MSC/ratón), por lo que la dosis co-infundida 
simultáneamente junto con las LSK era siempre inferior a la dosis eficaz. Una vez más, se 
confirmó que era necesaria la co-infusión simultánea de la dosis mínima de Ad-MSCs definida en 
los experimentos de dosis /dependencia, para detectar una mejora del injerto (Figura 22). 
Estos resultados, junto con la observación de que bastaban 10 minutos de incubación para que 









interacción LSK-Ad-MSCs es un requisito para aumentar el injerto de las células LSK 
trasplantadas. Las imágenes obtenidas mediante el citómetro de flujo ImageStream100 
confirmaron que existía una interacción directa entre las Ad-MSCs y las células LSK. Es decir, las 
Ad-MSCs podrían estar interaccionando con los progenitores hematopoyéticos a través de 
algunas de las numerosas moléculas de adhesión que expresan, tales como VCAM-1, VLA-4 o 
CD44 (51, 187, 245) y que la expresión de receptores quimiotácticos en las Ad-MSCs, como 
CXCR4, favorecería la migración de ambas poblaciones hacia la MO en respuesta a gradientes de 
quimioquinas como CXCL12, CXCL13 o CXCL16 (214).  
Los resultados obtenidos en este estudio podrían tener una aplicación práctica en los trasplantes 
autólogos de CMHs, particularmente en el campo de la terapia génica, donde la infusión de un 
número bajo de CMHs y el uso de un régimen de acondicionamiento de baja intensidad podría 
ser un impedimento para reestablecer la hematopoyesis de los pacientes trasplantados con 
CMHs autólogas corregidas por terapia génica. 
2.- Las Ad-MSCs evitan el fallo de injerto asociado al trasplante de dosis 
limitantes de CMHs Fanca-/- corregidas genéticamente en receptores 
singénicos. 
Para demostrar que las MSCs podrían mejorar el injerto hematopoyético de CMHs 
autólogas corregidas mediante terapia génica, se testó esta hipótesis en un modelo de ratón con 
alto riesgo de fallo de injerto y con relevancia clínica. Dado que la División de Terapias 
Innovadoras en Hematopoyesis está coordinando un protocolo clínico de terapia génica en 
pacientes con Anemia de Fanconi (AF), elegimos un modelo de ratón con esta patología.  
La anemia de Fanconi es una enfermedad rara caracterizada por malformaciones congénitas, 
predisposición a la formación de tumores y por el desarrollo progresivo de fallo de médula ósea  
(121, 235). Está causada por la mutación en alguno de los 19 genes que participan en la ruta de 
reparación del ADN Fanconi/Brca2. El grupo de complementación A, caracterizado por 
mutaciones en el gen FANCA (44, 237), representa al 68% de los pacientes con AF en el mundo y  
al 80% de los pacientes con AF en España (33, 147).  
El fallo de médula ósea y las complicaciones derivadas de este estado, es la mayor causa de 
muerte de estos pacientes, siendo el trasplante alogénico de CMHs el único tratamiento 
curativo disponible (8). Sin embargo, tiene un alto riesgo de morbilidad y mortalidad a causa de 
la toxicidad de la quimio/radioterapia aplicadas como acondicionamiento, las infecciones 








oportunistas o el EICH (43, 76, 147). Para los pacientes con AF sometidos a trasplantes 
alogénicos que cuenten con donantes hermanos compatibles sanos, la supervivencia a 10 años 
es mayor al 80% (66). Sin embargo, esta opción no está disponible en la mayoría de los casos, 
por lo que es necesario realizar el trasplante con donantes alternativos, es decir, con donantes 
no relacionados o con donantes haploidénticos o HLA no-idénticos. En la AF, los resultados con 
donantes alternativos son peores que en otras patologías, debido a la mayor severidad de las 
complicaciones de este tipo de trasplantes, generando porcentajes de supervivencia media a 
largo plazo del orden del 30% (89, 147). 
Existen distintos modelos de ratón para la AF. A pesar de que estos modelos no comparten 
todas las características del fenotipo humano, como los defectos hematológicos espontáneos, el 
desarrollo de tumores (42, 185, 256) o la hipersensibilidad a la radiación (34), sí comparten con 
los pacientes con AF algunos fenotipos, como son la hipersensibilidad a agentes intercalantes 
del ADN (42, 200, 265), siendo una buena herramienta para la investigación de la enfermedad, 
incluyendo el ensayo de nuevos tratamientos. Por todos estos aspectos, en este trabajo se 
generó un modelo de trasplante con alto riesgo de fallo de injerto, utilizando ratones deficientes 
en el gen Fanca (Fanca-/-). 
Antes de valorar el efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético singénico en ratones 
Fanca-/-, se caracterizaron distintos aspectos particulares de las células LSK Fanca-/- que pudieran 
tener impacto en el estudio, como su capacidad de  injerto en estos ratones. Así, se constató 
que los ratones Fanca-/- presentaban un porcentaje de células LSK inferior a las observadas en 
los ratones WT con el mismo fondo genético (FVB) (Figura 26), lo que difería de las 
observaciones de otros trabajos en los que estas diferencias no alcanzaron significación (200).  
A diferencia de lo observado con los ratones WT, el trasplante de células LSK Fanca-/- en 
receptores Fanca-/- evidenció un problema de injerto hematopoyético importante (Figura 34). 
Este fallo de injerto  ya había sido descrito en ratones con mutaciones en Fancc-/- y Fancd1-/- (92, 
175). Distintos estudios han mostrado que una capacidad de injerto defectuosa de las CMHs 
puede estar asociada con la pérdida de quiescencia y una excesiva proliferación (102, 238). Esta 
posibilidad fue confirmada con el análisis del ciclo celular de las células LSK-Fanca-/-, en el que se 
observó una proporción significativamente menor de células en fase de quiescencia comparada 
con la de ratones WT FVB (Figura 28). Este hecho podría ser una consecuencia de la posible 
implicación de las proteínas FA en la activación de los puntos de control del ciclo celular (109).  
Por otro lado, el trasplante de dosis bajas de células LSK-WT (1.500 ó 3.000), capaces de injertar 









necesario infundir una dosis superior de células (5.000 células LSK) para evitar el fallo de injerto 
(Figura 32). Estos resultados parecían indicar que los problemas de injerto observados con 
células LSK-Fanca-/- no eran sólo consecuencia de la reducida capacidad de injerto de estas 
células, sino que además el microambiente medular de los receptores Fanca-/- podría tener 
alguna deficiencia para alojar células hematopoyéticas, incluyendo las LSK-WT sanas. Se conoce 
poco acerca del nicho hematopoyético de los pacientes con AF, sin embargo, se ha observado 
que MSCs derivadas de ratones con mutaciones en el gen Fancg-/- tienen una capacidad 
disminuida para mantener la hematopoyesis en cultivo, lo que podría apoyar la posibilidad de 
fallos en el microambiente medular (136). 
A diferencia de lo observado en los trasplantes de células LSK-Fanca-/- en receptores Fanca-/-, en 
los que se observó una progresiva pérdida del injerto del donante (Figura 34), los receptores 
Fanca-/- que injertaron tras la infusión de células LSK-WT tuvieron un injerto creciente (Figura 
32). Estos resultados correlacionaban con los obtenidos en el estudio de las subpoblaciones de 
células LSK-WT o Fanca-/-, que parecían indicar que los injertos de células LSK Fanca-/- podrían 
tener una durabilidad menor que las de las células LSK-WT debido a la mayor proporción de 
CMH-ST en decremento de la proporción de CMH-LT (Figura 29).  
Además, en los receptores Fanca-/-, dosis bajas de células LSK-WT produjeron niveles de injerto 
elevados a largo plazo, llegando a observarse un quimerismo completo del donante en la SP del 
receptor. Estos resultados parecían indicar una ventaja proliferativa de las CMHs sanas sobre las 
CMHs Fanca-/- endógenas (Figura 32). Resultados similares fueron descritos en receptores 
Fancd1-/- tras el trasplante de CMHs WT (175). En este sentido, como era de esperar, tras el 
trasplante de células LSK-Fanca-/- en receptores WT con acondicionamiento submieloablativo, 
no se observó ningún injerto del donante (Figura 33), indicando una desventaja de las CMHs 
Fanca-/- frente a las CMHs WT endógenas. 
En un trasplante de CMHs, una vez que éstas entran en el torrente sanguíneo inician un proceso 
de homing, proceso por el cual llegan a la MO, en donde anidan y proliferan, facilitando la 
reconstitución del receptor (96). Se ha observado que las CMHs humanas deficientes en el gen 
FANCA muestran defectos de adhesión y anidamiento celular, asociados a una desregulación de 
la actividad de la proteína Cdc42 (268).  Sin embargo, son numerosas las proteínas de adhesión 
que están implicadas en el viaje de las células por el torrente sanguíneo hasta la MO. Los 
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la expresión de algunas de las moléculas 
adhesión más importantes para el homing y anidamiento de las CMHs en el nicho 
hematopoyético, era similar  entre  las células LSK-Fanca-/- y LSK-WT. Tampoco se observaron 








diferencias significativas en la expresión de la quimioquina CXCR4 (Figura 30), de forma similar a 
lo descrito en otro estudio en el que se observó una expresión similar de CXCR4 en CMHs de 
ratones  Fanca-/-, Fancc-/-, Fancd2-/- y ratones WT (213).  
Los experimentos de biodistribución de células LSK-Fanca-/- confirmaron que las células eran 
capaces de llegar no sólo a la MO (Figura 35), sino a otro órgano hematopoyético importante en 
el ratón como es el bazo (42, 169). Esto explicaría la presencia de células del donante en la 
sangre periférica en los dos receptores Fanca-/- en los que las LSK Fanca-/- corregidas del donante 
no habrían injertado en la MO pero si en el bazo (Figura 40), en donde se generaría la progenie 
detectada en la sangre periférica.  
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos indican que tanto las CMHs de los ratones 
Fanca-/- como su nicho hematopoyético en la MO poseen deficiencias que dificultan el injerto 
hematopoyético singénico.  
En el 10-15% de los pacientes con AF se observa un mosaicismo somático, que actúa como una 
terapia génica natural, evidenciándose la ventaja proliferativa de las CMHs que han revertido en 
su mutación patogénica en uno de los alelos (88, 252). Este hecho, constituye la base principal 
para sugerir que el trasplante de un número limitado de CMHs corregidas genéticamente podría 
repoblar la hematopoyesis de forma progresiva y normalizar la hematopoyesis de los pacientes 
con AF (199). Sin embargo, existen dos limitaciones importantes para poder llevar a cabo una 
terapia génica en las células autólogas de MO de pacientes con AF: la hipersensibilidad de los 
pacientes a los agentes citotóxicos utilizados en el acondicionamiento de los receptores y el 
limitado número de progenitores que puede obtenerse de los pacientes, progenitores que 
además son hipersensibles a las condiciones de cultivo ex vivo necesario para su corrección 
(185).   
Estudios previos han demostrado una ventaja selectiva de las CMHs de FA corregidas sobre las 
CMHs no corregidas (93, 199). Esto aumentaría la eficacia de una terapia génica sugiriendo que 
el injerto de un número limitado de células corregidas podría tener un efecto terapéutico 
significativo (171). En este trabajo, se realizaron trasplantes con progenitores de ratones Fanca-/- 
corregidos mediante terapia génica, si bien no se pudo confirmar tal ventaja selectiva por parte 
de las CMHs Fanca-/-corregidas genéticamente (Figura 42). Además, se detectó que la infusión 
de células LSK-Fanca-/- corregidas producía un 30% de fallo de injerto, llegando a alcanzar más 
del 50% cuando se infundían las dosis más bajas de células (Figura 39). Sin embargo, en aquellos 
receptores en los que se había detectado niveles basales de quimerismo, el análisis a 16 









corregidas genéticamente, demostrado por la detección de copias provirales (Figura 41). Esto 
confirmaba, además,  que la integración del transgen se mantenía estable a largo plazo.  
Porcentajes de fallo de injerto similares se observaron en los experimentos en ratón realizados 
por Müller y colaboradores en los que la infusión 2.000 células LSK-Fanca-/- transducidas durante 
94 horas con un vector lentiviral, en receptores con radiación mieloablativa, mostraron fallo de 
injerto en el 45% de los receptores Fanca-/- (170). Sin embargo, en otro grupo de ratones 
trasplantados con CMHs de ratones Fanca-/- transducidas en periodos cortos de tiempo de 4h, se 
detectó injerto del donante en todos los receptores. Estas observaciones sugieren que son 
necesarios tiempos de cultivo ex vivo reducidos para preservar el injerto de las células Fanca-/- 
genéticamente modificadas y que éste sea estable (170). En esta tesis, las condiciones óptimas 
en las que se obtuvieron mayores porcentajes de transducción consistieron en tiempos de 
transducción de 18 horas, las cuales preservaban las CMHs como se demuestra por la capacidad 
de reconstitución de estos progenitores, a pesar de que el cultivo estimulaba la entrada de las 
células LSK en la fase G1 del ciclo celular (Figura 38).  
En los trasplantes alogénicos realizados para el tratamiento de patologías hematológicas, el fallo 
de injerto es poco frecuente pero potencialmente fatal, pues genera pancitopenias severas y 
prolongadas e inmunodeficiencia. Este fallo se puede manifestar tanto por la ausencia de injerto 
inicial o por una pérdida progresiva tras un injerto inicial. Los factores de riesgo asociadas con el 
fallo de injerto incluyen donante no familiar, menor grado de compatibilidad HLA (46, 81), 
régimen de acondicionamiento de baja intensidad (15, 151) y la eliminación de células T de los 
injertos, pues estos dos últimos aspectos colaboran con la preparación el nicho hematopoyético 
para el injerto de las CMHs del donante (81, 82). Algunas patologías hematológicas no malignas 
como la anemia aplásica o hemoglobinopatías, en los que las reacciones inmunes pueden tener 
un papel en la generación de la enfermedad, la edad y el sexo del donante también influyen en 
los fallos del injerto en el trasplante (110, 165). 
El fallo de injerto en pacientes con AF es un problema grave que afecta a un tercio de los 
pacientes con AF sometidos a un trasplante alogénico de CMHs con donantes no relacionados, 
en los que además la incidencia de EICH es del 50%-70% (76, 147, 149). Antes de la utilización 
del fármaco inmunosupresor Fludarabina, los fallos de injerto eran incluso más frecuentes en 
pacientes con mosaicismo de células T (145), sugiriendo que la presencia de células T resistentes 
a la quimioterapia aumentan el riesgo de rechazo (147). De estas complicaciones resulta claro 
que la utilización de células autólogas en los trasplantes de pacientes con AF podría tener un 
beneficio evidente con respecto a los trasplantes alogénicos. 








En los ensayos de terapia génica una gran limitación es la obtención de cantidades suficientes de 
CMHs para su modificación genética. Hasta el momento, se han realizado dos ensayos clínicos 
de terapia génica en pacientes con AF. En estos ensayos, pacientes con mutaciones en los genes 
FANCC o FANCA fueron trasplantados con células CD34+ pre-estimuladas y transducidas con 
vectores -retrovirales durante 5-7 días, tras los cuales fueron infundidas a los pacientes. En 
estos trasplantes, la disponibilidad de células sólo permitió la infusión de un número de células 
CD34+ alrededor de 50 veces menor al infundido habitualmente en los trasplantes 
convencionales. Los progenitores hematopoyéticos infundidos no injertaron de forma estable en 
los receptores, detectándose inicialmente un número muy bajo de células corregidas en la 
sangre periférica de los pacientes (108, 138, 139). 
En los trasplantes realizados en esta tesis, en un contexto singénico, uno de los factores de 
riesgo estaría generado por el uso de un acondicionamiento no mieloablativo, en el que 
sobreviven un número significativo de CMHs endógenas que limitaría el injerto de las células del 
donante. En un estudio realizado por Olson y colaboradores en pacientes sometidos a 
trasplantes alogénicos, aquellos que recibieron acondicionamientos de intensidad reducida o no 
mieloablativos, tuvieron una incidencia de fallo de injerto del 8% y el 19%, respectivamente. Por 
el contrario, sólo el 3% de los casos con acondicionamientos ablativos presentaron fallo de 
injerto (179). 
Los resultados obtenidos hasta el momento no revelan claramente si en los pacientes con AF es 
necesario un acondicionamiento mieloablativo/inmunosupresor para obtener un injerto estable 
de CMHs corregidas genéticamente (237). Sin embargo, la experiencia previa con trasplantes de 
CMHs alogénicos en estos pacientes ha mostrado la alta toxicidad de los regímenes de 
acondicionamientos utilizados sin complicaciones en pacientes con otro tipo de anemia aplásica 
(66, 77). Establecer la aproximación óptima para conseguir un injerto estable y a largo plazo, sin 
excesiva toxicidad, ha sido un reto para pacientes con AF ya que por su defecto en la corrección 
del ADN presentan una mayor toxicidad a las dosis convencionales de quimioterapia y/o 
radioterapia (7, 78). Distintos estudios han mostrado que la ablación de la hematopoyesis, con la 
toxicidad que conlleva, no es necesaria en los modelos de ratón para Fancc-/- y Fancd1-/- (92, 
199). Así, en los resultados aquí obtenidos, la infusión de 1.500 células WT en ratones Fanca-/- 
con acondicionamiento  submieloablativo resultó en un 30% de fallo de injerto, mientras que en 
el trabajo de  Müller y colaboradores (170), la infusión de 2.000 células LSK WT en receptores 









Es de destacar que el co-trasplante de Ad-MSCs junto con un número reducido de células LSK-
WT o de células LSK-Fanca-/- corregidas genéticamente evitó el fallo de injerto asociado al 
trasplante del mismo número de células LSK sin las Ad-MSCs en receptores Fanca-/- (Figura 36 y 
Figura 44). En este trabajo se ha demostrado que el mecanismo por el que las Ad-MSCs podrían 
estar evitando el fallo de injerto en receptores es el de células transportadoras de las CMHs 
hasta el nicho medular. Sin embargo,  en los receptores Fanca-/-, en los que el microambiente 
medular podría estar alterado, el efecto de las MSCs podría estar mediado además por su 
contribución a la función del nicho medular. Además, la sobreexpresión de las citoquinas 
inflamatorias TNF-α e IFN-γ que se ha observado en la MO de los pacientes con AF (56) podría 
estar desencadenando una acción inmunosupresora por parte de las Ad-MSCs (117, 197).  
Como ya se ha mencionado anteriormente, las MSCs son un componente del nicho 
hematopoyético, necesario para el mantenimiento y diferenciación de las CMHs (38, 189). Tras 
la infusión de las MSCs, su identificación en la MO es complicada, no pudiendo ser detectadas en 
la mayoría de los casos. Estudios realizados sobre la MO de pacientes sometidos a trasplantes 
alogénicos han descrito que el estroma de los pacientes continúa siendo del receptor, incluso 
después de acondicionamientos mieloablativos (212). Sin embargo, en algunos estudios 
experimentales y clínicos se ha detectado de forma aislada la presencia de las MSCs del donante 
en la MO de los receptores (31, 32, 125). En este trabajo no hemos podido analizar si las Ad-
MSCs infundidas se integraban en el nicho de los receptores Fanca-/- corregidas, aunque su 
estudio en un futuro sería muy interesante. 
Por otro lado, a pesar de que el trasplante de células LSK singénicas no debería producir una 
respuesta inmune del receptor a las células del donante, la infusión de células LSK-Fanca-/- 
transducidas con el vector PGK-FANCA-wPRE* podría producir una respuesta inmune contra la 
proteína FANCA exógena, la cual no está presente endógenamente en el receptor. Si este fuese 
el caso, las propiedades inmunosupresoras de las MSCs podrían reducir esta respuesta y 
favorecer el injerto de las células corregidas que expresan la proteína.  
Los resultados obtenidos en el modelo de ratón Fanca-/- permiten demostrar la eficacia de las 
Ad-MSCs para prevenir y evitar el fallo de injerto de CMHs autólogas corregidas genéticamente. 
La Anemia de Fanconi podría ser un ejemplo representativo de la aplicabilidad de las MSCs en 
protocolos de terapia génica, como los utilizados para el tratamiento de otras enfermedades 
monogénicas con riesgo de fallo de injerto, como la granulomatosis crónica (181) o la β-
talasemia (36), con objeto de asegurar el injerto de las CMHs corregidas genéticamente.   








Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral ponen de manifiesto una 
nueva propiedad de las MSCs para reducir el fallo de injerto de CMHs en trasplantes autólogos; 
en particular, en protocolos de terapia génica hematopoyética. Además, la observación de que 
el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto de CMHs es más significativo cuando se utilizan 
acondicionamientos de baja intensidad permitiría reducir la utilización de acondicionamientos 























   1.-Las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) mejoran 
significativamente tanto a corto como a largo plazo el injerto hematopoyético de un 
número reducido de células de médula ósea con fenotipo linaje-, Sca-1+ c-Kit+ (LSK) 
trasplantadas en ratones congénicos acondicionados con una dosis submieloablativa de 
5 Gy.  
 
 2.- Las Ad-MSCs co-infundidas aumentan el homing de las células LSK del donante en la 
médula ósea de los receptores congénicos. 
 
 3.- La co-infusión simultánea de células LSK y Ad-MSCs es imprescindible para la mejora 
del injerto hematopoyético mediado por las Ad-MSCs. 
 
 4.- La MO de ratones deficientes en el gen Fanca contiene menos progenitores 
hematopoyéticos con fenotipo LSK y poseen una menor capacidad de injerto y 
reconstitución comparada con las células LSK de ratones sanos. 
 
 5.- La médula ósea de ratones deficientes en el gen Fanca muestra un defecto para ser 
reconstituida por células madre hematopoyéticas en comparación con la MO de ratones 
sanos.  
 
 6.- Receptores Fanca-/- acondicionados con dosis submieloablativas de radiación (5 Gy) 
presentan un 30% de fallo de injerto al ser trasplantados con un número reducido de 
células madre hematopoyéticas (1.500 células LSK de donante sano). Sin embargo, la co-
infusión de estas células junto con Ad-MSCs, rescata la capacidad de injerto y 
reconstitución del inóculo.  
 
 7.- Las células LSK Fanca-/- corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* poseen 
una menor capacidad de injerto y reconstitución respecto a inóculos equivalentes de 
ratones sanos. Como consecuencia de ello, se observa entre un 80% y un 30% de fallo de 
injerto en receptores Fanca-/- acondicionados con 5 Gy y trasplantados con dosis de 
1.500 a 20.000 células LSK corregidas genéticamente. 
 
 











 8.- La co-infusión de Ad-MSCs evita el fallo de injerto de 10.000 células LSK Fanca-/- 
corregidas genéticamente y trasplantadas en receptores Fanca-/- acondicionados con 




Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral abren una nueva 
perspectiva de aplicación clínica de las MSCs para reducir el riesgo de fallo de injerto en 
pacientes sometidos a acondicionamientos de baja intensidad y trasplantados con un número 
reducido de células madre hematopoyéticas autólogas, tal como ocurre en determinados 
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